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Résumé
Les approches physico-chimiques étant insuﬃsantes pour évaluer l'impact de la pollution sur les
écosystèmes, de nombreux bioessais, variant de par le niveau d'organisation représenté, ont été
développés. Parmi ces essais, on trouve les essais en microcosme aquatique de laboratoire qui sont
un compromis entre (1) les essais mono-spéciﬁques standards de laboratoires, méthodes couramment
employées mais très simpliﬁées et peu représentatives sur le plan écologique et (2) les essais en
mésocosme extérieurs, plus représentatifs mais coûteux, lourds à mettre en oeuvre, moins réplicables
et plus diﬃcile à interpréter.
Dans ce travail, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à l'essai initialement déve-
loppé par Clément et Cadier (1998). Cet outil permet d'évaluer l'eﬀet de substances ou de matrices
potentiellement contaminées sur un écosystème artiﬁciel composé d'eau et de sédiment, dans lesquels
sont introduites simultanément 5 espèces aquatiques d'eau douce usuellement employées dans des
essais de toxicité mono-spéciﬁques : l'algue Pseudokirchneriella subcapitata, la lentille d'eau Lemna
minor, la daphnie Daphnia magna, l'amphipode Hyalella azteca et l'insecte Chironomus riparius.
Cet essai en microcosme a été utilisé dans de nombreux projets depuis sa conception mais sa
variabilité demeurait la principale limite malgré les améliorations successives. Le principal objectif
de ce travail était donc d'optimiser l'essai. La principale amélioration testée a été le renouvellement
continu de l'eau du système qui a permis de stabiliser les paramètres physico-chimiques de la colonne
d'eau des microcosmes et la densité algale, et ainsi d'améliorer le développement des organismes et
la réplicabilité de l'essai. Le cadmium a été utilisé comme contaminant modèle aﬁn d'évaluer les
développements méthodologiques proposés. La diminution de la variabilité en présence de renouvel-
lement d'eau augmente la capacité à détecter des eﬀets sublétaux sur les organismes pélagiques avec
des tests statistiques classiques. Le développement d'un cadre de modélisation dynamique a permis
de comparer la sensibilité des daphnies au cadmium dans des expériences aux proﬁls d'exposition
diﬀérents.
Mots clés : microcosme, optimisation, variabilité, renouvellement d'eau, cadmium.
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Abréviations
C Concentration en cadmium nominale dans l'eau
Ckj Concentration en cadmium moyenne mesurée au temps j dans le compartiment k (j =
i : initial, j = 0 : jour d'introduction des organismes, j = f : ﬁnal, j = m : moyenne sur
la période d'exposition (entre 0 et f) ; k = s : sédiment, k = w : eau)
CEAEQ centre d'expertise et d'analyse environnementale du Québec
CV coeﬃcient de variation
D essai LAMd réalisé au LEHNA avec du Cd (aussi noté ECd5)
ECx Concentration d'un contaminant entraînant x% d'eﬀet
EM eau microcosme
ENTPE Ecole Nationale des Travaux Publics de l'Etat
Jx x jours après le jour d'introduction des organismes (ou premier jour de l'expérience si
aucun organisme n'a été introduit)
LAM Laboratory Aquatic Microcosm = microcosme aquatique de laboratoire
LAMd microcosme aquatique de laboratoire dynamique - avec renouvellement d'eau
LAMs microcosme aquatique de laboratoire statique - sans renouvellement d'eau
LBBE Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive
LEHNA Laboratoire d'Ecologie des Hydrosystèmes Naturels et Anthropisés
LOEC plus petite concentration du plan expérimental pour laquelle un eﬀet signiﬁcatif est mis
en évidence grâce à des tests d'hypothèses appropriés
LSE Laboratoire des Sciences de l'Environnement (ancien nom du LEHNA)
NOEC première concentration nominale du plan expérimental sous la LOEC
S essai LAMs réalisé au LEHNA avec du Cd (aussi noté ECd4)
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Glossaire
Ce glossaire précise le sens donné à certains mots dans ce manuscrit.
Paramètre Le mot paramètre est utilisé dans 2 sens dans ce manuscrit : il peut désigner d'un côté,
les paramètres d'un modèle et d'un autre côté, les paramètres biologiques ou physico-chimiques
mesurés au cours des expériences.
Répétabilité Pour un paramètre : niveau de similarité de la réponse d'un paramètre, pour un trai-
tement et un temps expérimental donné, entre diﬀérentes expériences réalisées à des moments
ou en lieux diﬀérents au sein d'un même laboratoire [78]. Pour une expérience : la répétabilité
d'une expérience est fonction de la répétabilité de l'ensemble des paramètres mesurés au cours
des diﬀérentes expériences. La reproductibilité, correspondant au niveau de similarité des ré-
sultats provenant d'expériences similaires conduites par diﬀérents chercheurs dans diﬀérents
laboratoires [78], n'est pas étudiée dans ce travail.
Réplicabilité Pour un paramètre : niveau de similarité de la réponse d'un paramètre à l'intérieur
d'un traitement, à un instant donné, dans une expérience donnée [78, 148]. Statistiquement,
plus la variance intra-traitement (et intra-expérience) d'un paramètre à un instant donné est
faible, plus sa réplicabilité est grande. Pour une expérience : la réplicabilité d'une expérience
est fonction de la réplicabilité de l'ensemble des paramètres mesurés au cours de l'expérience.
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Chapitre 1
Introduction
1.1 Contexte
Augmentation de la pression anthropique sur les écosystèmes
L'espèce humaine exerce une pression croissante sur la biosphère. Cette pression est devenue
problématique au cours du siècle dernier avec notamment l'explosion démographique humaine, l'ur-
banisation massive, l'industrialisation de tous les secteurs de production, la mondialisation et le
développement de la société de consommation. La situation est d'autant plus critique que tous ces
mouvements s'accélèrent. La destruction des habitats, l'introduction d'espèces invasives, la surex-
ploitation des milieux naturels, la pollution des milieux sont des exemples d'actions d'origine anthro-
pique qui viennent menacer la survie de nombreuses espèces (dont l'espèce humaine) et perturber le
fonctionnement des écosystèmes.
L'écotoxicologie : étude du devenir et de l'impact des contaminants sur les éco-
systèmes
L'écotoxicologie est une discipline qui apparait au milieu du vingtième siècle avec les premières
prises de conscience de la contamination environnementale naissante. Un ouvrage comme Prin-
temps silencieux, publié par Rachel Carson en 1962 et révélant le scandale des pesticides, participe
largement à cette prise de conscience.
L'écotoxicologie, créée par Truhaut en 1969 à partir des mots écologie et toxicologie [177], a
pour objet d'étudier le devenir et l'impact de substances ou matrices contaminées sur les écosystèmes.
Les approches physico-chimiques étant insuﬃsantes, des méthodes biologiques ont été développées,
comme par exemple les bioessais de toxicité. Ces derniers varient de par le niveau d'organisation
représenté (allant du niveau sub-cellulaire à l'écosystème) et donc par leur taille, leur durée (quelques
heures à plusieurs mois), leur complexité et leur représentativité (allant des essais de laboratoire en
conditions très contrôlées jusqu'aux mesures sur le terrain).
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Nécessité de développer les essais en microcosme
Néanmoins, une grande partie des écotoxicologues travaillent aujourd'hui seulement au niveau
cellulaire ou individuel. Si les bioessais de toxicité monospéciﬁques ont été largement développés et
normalisés, les expériences réalisées en tenant compte de niveaux supérieurs d'organisation tels que
des expériences en microcosme, en mésocosme ou sur les écosystèmes naturels sont beaucoup moins
courantes.
A partir d'une recherche bibliographique, Clément [53] estime que, durant les quarante dernières
années, moins de 6% des travaux publiés en écotoxicologie aquatique concernaient le thème mi-
crocosme de laboratoire simulant des milieux aquatiques lentiques d'eau douce. Convaincu qu'il
est nécessaire de développer des essais intégrant un plus grand nombre d'interactions que les essais
monospéciﬁques et n'ayant pas les moyens de lancer des expérimentations en mésocosme extérieur
ou sur le terrain, expériences plus coûteuses, diﬃciles à mettre en oeuvre et à interpréter, Clément
développe un essai en microcosme de laboratoire [54], suivant l'exemple de Taub [157].
Présentation de l'essai LAM
Dans la suite de ce travail, nous appellerons LAM (Laboratory Aquatic Microcosm) ce modèle
de microcosme et nous parlerons d'essai LAM pour désigner les essais en microcosme développés par
Clément.
L'essai LAM permet d'évaluer l'eﬀet de substances ou de matrices potentiellement contaminées
sur un écosystème composé d'eau et de sédiment artiﬁciels, dans lesquels sont introduites simul-
tanément 5 espèces d'organismes d'eau douce, usuellement employées dans des essais de toxicité
mono-spéciﬁques : l'algue Pseudokirchneriella subcapitata, la lentille d'eau Lemna minor, la daphnie
Daphnia magna, l'amphipode Hyalella azteca et l'insecte Chironomus riparius.
Utilisation des LAM
Les LAM ont été utilisés dans de nombreux projets de recherche et développés simultanément.
Les études concernaient notamment la biodisponibilité d'hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAPs), la toxicité de la 6PPD (substance industrielle), l'écocompatibilité de mâchefers d'incinéra-
tion d'ordures ménagères (MIOM) valorisés en technique routière, l'impact de l'immersion de sédi-
ments de dragage, la toxicité de lixiviats de résidus d'assainissement routier ou encore de sédiments
de dragage traités [173, 160, 53, 41, 132, 134].
Avantages de l'essai LAM
Voici certains avantages de l'essai LAM par rapport aux essais mono-spéciﬁques standards :
 il permet d'exposer les diﬀérents organismes aux contaminants dans les mêmes conditions et
de manière simultanée [53],
 la présence du sédiment et de diﬀérents niveaux trophiques améliore la représentativité écolo-
gique de la répartition des polluants entre les diﬀérentes phases (dissoute, colloïdale, particu-
laire et solide) ainsi que celle des voies d'expositions des organismes aux polluants [53],
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 il permet d'éviter les modiﬁcations de matrices étudiées (ﬁltrations, ajustement de pH,. . . )
indispensables au cours de certains essais mono-spéciﬁques [160].
Limites de l'essai LAM
Cependant, un certain nombre de limites freinent le développement de ce type d'essai comme :
 l'investissement ﬁnancier et humain nécessaire,
 la faible réplicabilité et répétabilité des essais [57, 53],
 la diﬃculté d'interprétation des résultats, liée au niveau de complexité modélisé,
 le manque de représentativité, dû principalement aux conditions artiﬁcielles de l'essai en la-
boratoire.
Ces limites entrainent un manque de prédictibilité de l'essai à mettre en regard de l'énergie fournie
pour la réalisation de l'essai.
1.2 Objectifs
Objectif principal : améliorer l'essai LAM en réduisant la variabilité
Ce travail, dirigé par Bernard Clément et Gaëlle Triﬀault-Bouchet, s'inscrit dans la continuité de
leurs recherches précédentes respectives, basées sur le LAM. Il a été réalisé au centre d'expertise et
d'analyse environnementale du Québec (CEAEQ) et au Laboratoire des Sciences de l'Environnement
(LSE), aujourd'hui intégré au Laboratoire d'Ecologie des Hydrosystèmes Naturels et Anthropisés
(LEHNA). En perspective de son rapport d'HDR, Clément [53], qui s'appuie notamment sur les
travaux de thèse de Triﬀault-Bouchet [160], préconise de s'intéresser prioritairement à l'optimisation
de l'essai LAM. Clément [53] propose d'optimiser les élevages, les milieux abiotiques du LAM et de
réduire la variabilité de l'essai.
Le principal objectif de cette thèse était donc d'améliorer l'essai LAM. Il s'agissait principalement
d'augmenter la capacité de l'essai à mettre en évidence l'impact d'une substance sur le fonctionne-
ment d'un écosytème reconstitué, en réduisant la variabilité de l'essai. Le système étant très artiﬁciel,
l'expérimentateur peut contrôler de nombreuses sources de variabilité. Nous avons donc cherché à
améliorer la réplicabilité des microcosmes, c'est à dire réduire l'écart entre les réponses de micro-
cosmes faisant partie d'un même traitement à un instant donné. Comme schématisé sur la ﬁgure
1.1, l'écart - pour un paramètre donné - résulte de :
 la variabilité initiale, intrinsèque aux éléments assemblés pour former les systèmes expérimen-
taux ou introduite lors de la constitution de ces systèmes,
 la variabilité additionnelle, introduite en cours d'expérience, notamment par la manipulation,
des changements dans les conditions environnementales, l'introduction ou le retrait d'éléments
au système,
 l'évolution, qui est liée au fonctionnement de chaque système, aux interactions avec les autres
paramètres et est inﬂuencée par la variabilité des autres paramètres.
Nos sous-objectifs étaient donc de mieux connaître et maîtriser les conditions initiales, les modiﬁca-
tions apportées en cours d'essai ainsi que le fonctionnement et l'évolution du système.
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Figure 1.1  Principaux facteurs de variabilité entre 3 systèmes : variabilité initiale, variabilité
additionnelle et évolution
1.3 Méthodologie
Développement de l'essai statique LAMs
Par microcosme statique, nous entendons des microcosmes sans renouvellement d'eau. Aﬁn de
poursuivre les travaux d'optimisation de l'essai statique LAMs initiés par Triﬀault-Bouchet au
CEAEQ, nous avons tout d'abord réalisé des essais préliminaires aﬁn d'évaluer l'inﬂuence de diﬀé-
rents paramètres, principalement abiotiques, sur le développement des organismes utilisés dans le
LAM et sur la réplicabilité de l'essai. Nous avons notamment étudié l'inﬂuence de diﬀérentes eaux
naturelles (réseau, nappe) et reconstituées (en regardant en particulier les eﬀets de l'EDTA et de
diﬀérentes solutions d'oligoéléments), du pourcentage de kaolin dans le sédiment artiﬁciel, de dif-
férents apports de nourriture, de diﬀérentes concentrations initiales d'algues, de diﬀérents mode de
constitution ou manipulation des systèmes, comme le mode d'introduction de l'eau sur le sédiment
(tableau 5.1). Nous nous sommes parallèlement attachés à mieux contrôler les conditions d'élevage
des organismes en nous basant sur l'expérience des techniciens du CEAEQ. Ces expériences prélimi-
naires ne seront pas présentées dans ce manuscrit, mais elles sont la base des travaux suivants. Nous
avons retenu le protocole ﬁnal d'essai en microcosme statique LAMs présenté dans le chapitre 3.
Développement de l'essai dynamique LAMd
Le développement des essais LAMs ne permettant pas de réduire de manière suﬃsante la varia-
bilité, nous avons décidé, en nous basant sur la littérature (chapitre 2), de développer un essai en
microcosme dynamique LAMd, dans lequel l'eau des microcosmes est renouvelée en continu.
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Dans ce travail, nous avons fait l'hypothèse que l'introduction d'un ﬂux continu d'eau dans
les microcosmes stabiliserait les paramètres bio-physico-chimiques du compartiment pélagique, no-
tamment la teneur en ions majeurs et oligoéléments, la teneur en carbone organique dissous, la
concentration des particules en suspension et colloïdes, dont la densité algale. Tout cela améliore-
rait la santé des organismes (au moins pélagiques) du microcosme ainsi que la réplicabilité et la
répétabilité des essais.
Nous avons donc mis en place un renouvellement continu de la colonne d'eau des microcosmes. Les
résultats de la phase préliminaire de mise au point du protocole d'essai LAMd ne seront pas présentés
dans ce manuscrit. Lors de ce travail de conception, nous nous sommes basés sur l'expérimentation et
la modélisation (dynamique des systèmes) pour choisir diﬀérents paramètres expérimentaux (eau, le
débit de renouvellement, mode et fréquence d'apport des algues,...). Le protocole retenu est présenté
dans le chapitre 3.
Comparaisons des essais LAMs et LAMd avec le cadmium
Les principales questions auxquelles nous avons cherché à apporter une réponse étaient :
 Le renouvellement d'eau permet-il de stabiliser les paramètres abiotiques au cours de l'essai ?
 Permet-il de stabiliser la densité algale au cours de l'essai ?
 Favorise-t-il le développement des organismes du microcosme ?
 Améliore-t-il la réplicabilité de l'essai ?
 Inﬂuence-t-il la sensibilité des organismes à un contaminant ?
Pour répondre à ces questions, nous avons réalisé un essai LAMs (noté S) et un essai LAMd (noté
D) avec un polluant modèle. Le cadmium a été retenu comme polluant modèle car :
 c'est un métal d'intérêt prioritaire (chapitre 2),
 le suivi analytique est facilité par les possibilités d'analyse en interne et par celle d'utiliser à
terme des isotopes radioactifs,
 de nombreuses données concernant la spéciation et la toxicité sont présentes dans la littérature,
ce qui facilite la préparation des expériences et la compréhension des résultats.
Nous avons analysé nos données avec des outils classiques. Mais un cadre de modélisation dynamique
a également été développé par des collègues du LBBE aﬁn d'analyser plus ﬁnement certaines des
données collectées lors des expériences.
1.4 Organisation du document
Après avoir présenté quelques unes des données bibliographiques sur lesquelles ce travail s'appuie
(partie 2), nous détaillerons les matériels et méthodes utilisés pour réaliser les essais et traiter les
données recueillies (chapitre 3). Puis nous présenterons et discuterons les résultats des deux essais
ﬁnaux (S et D) présentés dans ce manuscrit (chapitre 4). Dans ce chapitre, nous nous intéresserons
à la stabilité et la réplicabilité des diﬀérents paramètres mesurés dans les microcosmes en condition
témoin et contaminée. Nous regarderons l'impact des développements expérimentaux sur cette stabi-
lité et cette réplicabilité. Nous présenterons également le développement des organismes en condition
témoin avec et sans renouvellement d'eau ainsi que l'impact du cadmium sur ce développement. En-
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ﬁn, l'étude de la variabilité nous permettra de formuler des hypothèses sur le fonctionnement du
microcosme.
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Chapitre 2
Bibliographie
2.1 Renouvellement de l'eau des bioessais
2.1.1 Essais statiques
L'adjectif statique est couramment employé dans la littérature scientiﬁque en écotoxicologie
aquatique pour désigner les essais dans lesquels il n'y a aucun ﬂux d'eau [18, 28, 55, 81, 122, 181].
Le terme statique s'oppose donc à l'aspect dynamique du renouvellement continu de l'eau. Mais il
existe une dynamique écosystémique dans les systèmes que nous qualiﬁerons de statiques. Les essais
statiques sont généralement proches des essais clos décrit par Beyers et Odum [19], excepté qu'il y
a généralement transfert de matière via l'air et des éventuels apports de nourriture.
Dans les essais statiques, il y a des échanges d'énergie entre les systèmes constitués et leur
environnement (énergie lumineuse, énergie thermique), mais les échanges de matière avec l'extérieur
du système ne se font que par l'air si les systèmes ne sont pas fermés hermétiquement (ﬁgure 2.1). Les
échanges gazeux peuvent entrainer des déplacements d'équilibre à l'intérieur du système à l'interface
air/eau et ceci peut en entrainer à l'interface eau/sédiment et à l'interface eau/organisme, mais ces
échanges restent lents et limités. Du fait des échanges internes, on observe deux phénomènes au
niveau de la colonne d'eau dans les essais statiques :
1. d'un côté, des molécules, particules ou colloïdes (inertes ou vivants) relargués par le sédiment,
par les organismes ou qui diﬀusent par l'air peuvent s'accumuler dans l'eau,
2. d'un autre côté, l'eau s'épuise en certaines molécules, particules ou colloïdes (inertes ou vivants)
qui sont consommés par les organismes, s'adsorbent sur le sédiment ou qui diﬀusent par l'air.
Les paramètres bio-physico-chimiques de la colonne d'eau sont donc instables dans les systèmes
statiques [101]. Des conséquences du premier point sont par exemple l'accumulation de substances
nocives pour le développement des organismes pélagiques [24, 53, 101] ou l'accumulation de polluants
relargués par un sédiment contaminé [124]. Des conséquences du second point sont par exemple la
nécessité d'introduire initialement une forte concentration en nutriments pour assurer la croissance
des producteurs primaires [22] ou l'impossibilité de maintenir une concentration en contaminant
constante dans la colonne d'eau en présence de sédiment [22, 101].
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Figure 2.1  Echanges de matière dans les microcosmes et avec l'environnement extérieur
2.1.2 Essais avec renouvellement d'eau
Pour pallier ces inconvénients certains auteurs ont donc mis en place des renouvellements d'eau
périodiques (discontinus) [160, 130, 137, 181, 50] ou continus [28, 176, 22, 153, 124, 116, 123, 7, 118,
109, 44, 71, 24, 102, 100, 112, 96, 141]. En renouvelant l'eau des systèmes, en plus des échanges
d'énergie et des échanges gazeux avec l'environnement extérieur, ces auteurs ajoutent des échanges
de matière directs entre le compartiment eau et l'extérieur (ﬁgure 2.1).
Le but initial de la mise en place du renouvellement de l'eau varie selon les auteurs. Kottelat
[101], par exemple, constate que les conditions physico-chimiques dans ses microcosmes statiques
sont très variables et souhaite les stabiliser aﬁn d'étudier et de modéliser l'exposition des daphnies
aux métaux via l'eau, les colloïdes et le sédiment, dans des conditions réalistes.
Parallèlement aux inconvénients de l'essai statique énoncés précédemment, le renouvellement de
l'eau permet de stabiliser les conditions bio-physico-chimiques de la colonne d'eau en :
1. évacuant les molécules, particules ou colloïdes accumulées au niveau de la colonne d'eau (par
exemple relargués par le sédiment ou issus de la décomposition de la matière organique par les
bactéries) [24, 53, 101],
2. et apportant les molécules, particules ou colloïdes dont le milieu est épuisé suite à des prélè-
vements, ingestion, dégradation, volatilisation, adsorption, ... [109, 22, 53, 101].
En particulier, un ﬂux continu d'eau permet de stabiliser la concentration en contaminant dans la
colonne d'eau [22, 124, 109, 101].
D'après la littérature, un renouvellement hebdomadaire de la colonne d'eau (partiel [160] ou
complet [27]) permet de favoriser la survie et la reproduction des daphnies [27, 160] et dans certaines
expériences des hyalelles [160] ou des lentilles d'eau [27].
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2.2 Développement de l'essai LAMs
Nous présenterons, dans cette section, quelques éléments du développement de l'essai LAMs
initialement mis au point par Clément et Cadier en 1998 [54]. Les lecteurs intéressés par un état de
l'art général sur les essais en microcosme sont invités à se référer aux travaux de Triﬀault-Bouchet
[164], Cauzzi [41] et Clément [53].
2.2.1 Présentation synthétique de l'essai
Figure 2.2  Photographie d'un essai en microcosme réalisé dans la chambre environnementale du
CEAEQ
La ﬁgure 2.2 est une photographie d'un essai en microcosme statique réalisé dans la chambre
environnementale du CEAEQ. La ﬁgure 2.3 schématise le dispositif expérimental de l'essai en mi-
crocosme statique. L'essai consiste à évaluer l'impact de substances ou de matrices sur l'évolution
de micro-écosystèmes aquatiques artiﬁciels. Ces microcosmes sont reconstitués à partir d'eau douce,
de sédiment et de 5 espèces d'organismes aquatiques : les producteurs primaires Pseudokirchneriella
subcapitata et Lemna minor ainsi que les consommateurs primaires Daphnia magna, Hyalella azteca
et Chironomus riparius. Les organismes sont issus d'élevages en laboratoire. L'eau et le sédiment
peuvent être naturels ou artiﬁciels. Les milieux artiﬁciels ont fait l'objet de nombreuses évolutions.
2.2.2 Déroulement de l'essai
L'essai en microcosme se déroule en 2 ou éventuellement 3 phases : une phase de maturation du
sédiment, une phase d'exposition et une éventuelle phase de suivi de la reproduction des organismes
benthiques (ﬁgure 2.4).
2.2.2.1 Maturation du sédiment
Au jour initial (Ji), les compartiments abiotiques (eau et sédiment) sont mis en place dans les
récipients d'essai. Puis une phase de maturation du sédiment (Ji - J0) permet le développement de
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Figure 2.3  Représentation schématique du dispositif expérimental d'un essai en microcosme
statique LAMs
Figure 2.4  Déroulement schématique d'un essai en microcosme (Ji : jour initial ; J0 : jour d'in-
troduction des organismes ; Jf : ﬁn de la prédiode d'exposition des organismes ; Jf' : ﬁn de l'essai
(Jf'=Jf en l'absence de suivi de la reproduction des organismes bentiques))
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populations de micro-organismes et la stabilisation de plusieurs paramètres physico-chimiques (pH,
le potentiel d'oxydo-réduction, ...) et microbiologiques [150, 32, 94, 24, 175].
2.2.2.2 Phase d'exposition
Ensuite vient la phase principale : la phase d'exposition (J0 - Jf) des organismes aux substances
ou matrices testées et de suivi de leur développement ainsi que de l'évolution globale du système.
Cette phase était de 28 jours dans l'ensemble des travaux précédent cette thèse, comme dans les
essais de toxicité chroniques standards réalisés avec les hyalelles et les chironomes. Cette durée
permet l'émergence de l'ensemble des chironomes dans nos conditions témoins.
Sacriﬁces
Initialement, des microcosmes étaient retirés durant la phase d'exposition aﬁn de suivre des pa-
ramètres nécessitant la destruction des systèmes. Clément et Cadier [54] sacriﬁaient leur microcosme
chaque semaine (J8, J15, J22, J30), Triﬀault-Bouchet [160] sacriﬁait 3 systèmes à J10, 3 à J21 et 3
à J30 et Cauzzi [41] sacriﬁait 1 microcosme à J0, 5 à J10, 4 à J21 et 5 à J30. Cependant, aﬁn d'aug-
menter le nombre de réplicats en ﬁn d'essai et/ou le nombre de traitement testés simultanément, il
a été décidé de ne plus faire de sacriﬁces (Triﬀault-Bouchet 2005, non publié).
2.2.2.3 Phase de suivi de la reproduction des organismes benthiques
La phase d'exposition est éventuellement complétée par une phase de suivi de la reproduction
des organismes benthiques (Jf - Jf'), car leur cycle de vie est plus long que celui des organismes
pélagiques sélectionnés. Ce suivi s'eﬀectue après avoir transféré les organismes dans un milieu non
contaminé. Le suivi de la reproduction des hyalelles sur 15 jours (J28 - J42) a été eﬀectué dans
certains essais au CEAEQ.
2.2.3 Eau
2.2.3.1 Eau naturelle ou reconstituée
Les essais en microcosme de laboratoire peuvent être réalisés avec des eaux naturelles [28, 143,
102], éventuellement ﬁltrées et enrichies, ou reconstituées [156, 152]. Clément et ses collaborateurs ont
généralement travaillé avec des eaux reconstituées [54, 174, 55, 162], aussi appelées eaux artiﬁcielles
ou synthétiques.
2.2.3.2 Composition de l'eau reconstituée
De nombreuses eaux reconstituées ont été développées pour réaliser des élevages ou des essais
de toxicité avec des algues, des lentilles d'eau ou des daphnies. D'autres milieux, comme le milieu
COMBO [95], ont été développés aﬁn de favoriser aussi bien le développement des algues que des
daphnies et permettre ainsi de réaliser des expériences sur les interactions entre producteurs et
consommateurs primaires.
L'eau microcosme (EM) est reconstituée à partir de solutions mères contenant les macroélé-
ments, oligoéléments et vitamines nécessaires au développement des organismes. Lors du choix de
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l'eau reconstituée utilisée dans les essais en microcosme, Clément et Cadier ont voulu privilégier
les producteurs primaires en tant que niveau trophique à la base du développement des autres ni-
veaux [53]. Taub avait fait le même choix pour le milieu T82MV utilisé dans les Standardized
Aquatic Microcosms (SAM) [53]. Clément et Cadier [54] sont donc partis du milieu préconisé pour
les cultures d'algues par l'organisation pour la coopération et le développement économique (OCDE)
[126, 127]. Ces solutions ont été par la suite plusieurs fois amendées et modiﬁées par Clément et ses
collaborateurs.
Azote et Phosphore
Les solutions de macroéléments (C, N, P, Mg, Ca) sont donc issues du milieu pour algues OCDE.
Les teneurs en azote et phosphore ont été initialement diminuées respectivement à 654 µg.l−1 et 50
µg.l−1par Clément et Cadier [54] aﬁn d'approcher des teneurs représentatives des milieux mésoeu-
trophes à eutrophes. Cependant, au CEAEQ, le choix a été fait en 2006 de multiplier par deux les
teneurs en azote et phosphore aﬁn de favoriser la croissance des producteurs primaires (Triﬀault-
Bouchet, non publié). En eﬀet, il avait été observé que la population algale était rapidement contrôlée
par les daphnies, qui venaient à manquer de nourriture en ﬁn d'expérience. De plus, la croissance
des lentilles d'eau était décrite comme linéaire dans les essais LAM contrairement aux essais mono-
spéciﬁques standards, réalisés avec des milieux plus riches en nutriments, où elle était exponentielle
[160, 53]. En fait, la croissance logistique des lentilles d'eau était fortement limitée par le manque de
nutriments dans l'essai LAM et seul le tout début de la phase exponentielle était observé. De plus,
les lentilles d'eau montraient des signes de carence (décoloration, désolidarisation des frondes) [160].
Le phosphore est également un élément nécessaire à la croissance des daphnies [167].
Calcium et magnésium
Les ions calcium et magnésium participent à de nombreux processus biologiques et sont essentiels
pour le développement des invertébrés. En particulier, Hessen [88] montre qu'une carence en calcium
aﬀecte le taux de croissance et la reproduction des daphnies. Triﬀault-Bouchet [160] souligne que
la concentration en ions calcium dans le milieu microcosme était trop faible pour permettre le
bon développement des hyalelles et surtout des daphnies. Le calcium fait notamment partie de la
composition de la cuticule de ces invertébrés. Au CEAEQ, la dureté de l'eau microcosme (30 mg.l−1
de CaCO3) a donc été doublée et le rapport Ca/Mg a été ajusté à 4 aﬁn d'être plus représentatif
de la dureté moyenne d'une eau du Québec. Dans une expérience spéciﬁque, la dureté et le rapport
Ca/Mg peuvent être ajustés pour que l'eau reconstituée soit plus représentative d'un milieu naturel
donné.
Oligoéléments
Tout comme les vitamines, les oligoéléments jouent un rôle fondamental dans les processus de
développement des organismes. Les vitamines, précurseurs des co-enzymes, et les minéraux sont des
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facteurs indispensables à l'activité enzymatique. En eﬀet, les cations tels que Mg2+et Ca2+ mais
aussi Mn2+, Fe2+, Cu2+, Zn2+ et Se2+ favorisent la bonne conformation de l'enzyme, la ﬁxation du
substrat sur l'enzyme ou participent directement à la catalyse. Elendt [64] a montré l'importance
des oligoéléments pour le développement des daphnies. L'absence de sélénium, notamment, entraîne
des dommages aux antennes des cladocères. Cependant, il convient de bien choisir les quantités
introduites pour chaque élément car ces éléments deviennent toxiques à des concentrations trop
importantes. Elendt et Bias [65] ont comparé de nombreuses solutions d'oligoéléments en faisant
varier les constituants et leur proportion et montrent que les oligoéléments du milieu M4 permettent
un bon développement des daphnies. De plus, des conditions pauvres sont souvent accompagnées
d'une importante variabilité des résultats dans les essais témoins et d'une répétabilité faible [65].
On peut supposer que le mauvais état de santé de certains organismes, dû à un manque en éléments
essentiels, augmente la variabilité.
Le milieu M4 a été utilisé pour l'élevage des daphnies, des hyalelles et des chironomes et montre
qu'il permet un bon développement de ces organismes. Triﬀault-Bouchet et al. [163] ont introduit
la solution de vitamines du milieu M4 (Elendt, 1990) dans l'eau reconstituée du microcosme (EM)
pour pallier le manque de vitamines.
EDTA
L'EDTA est une molécule chimique comportant 4 fonctions acides carboxyliques et 2 fonctions
amines. Cet agent chélatant a la capacité de former des complexes stables avec des ions majeurs
comme le calcium et le magnésium ou des ions traces métalliques comme le cuivre, le zinc, le plomb ou
le cadmium [76, 103]. Il est fréquemment utilisé dans les milieux de culture artiﬁciels (APP medium,
M4) car il permet de maintenir des oligoéléments en solution et augmente ainsi leur disponibilité
pour les organismes, en particulier le fer [65, 103]. D'autres composés chélatants sont parfois ajoutés
comme des acides humiques [26].
Cependant, de nombreuses études ont montré que l'EDTA réduisait la sensibilité des bioessais
de toxicité sur les métaux ([92], [147], [84]). En eﬀet, la toxicité des métaux est fonction de la
concentration en ions libres en solution. En présence d'EDTA, la proportion de métaux sous forme
libre diminue, ce qui peut conduire à une sous estimation de la toxicité d'une matrice contenant
des métaux. Guilhermino déconseille l'utilisation de milieu d'essai contenant de l'EDTA dans le
cas d'évaluation de la toxicité de matrice de composition inconnue [84]. Lors de sa thèse, Triﬀault-
Bouchet a diminué la concentration en EDTA dans l'eau reconstituée des microcosmes [160]. Au
CEAEQ, le choix a ensuite été fait de retirer complètement l'EDTA des milieux d'essai.
2.2.4 Sédiment
2.2.4.1 Intérêt du compartiment sédimentaire
La présence d'un compartiment sédimentaire dans l'essai permet d'évaluer la toxicité de sé-
diments naturels potentiellement contaminés ou de sédiments contaminés artiﬁciellement sur les
organismes aquatiques pélagiques et benthiques [54, 173, 162, 41].
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Mais le sédiment permet également de prendre en compte le rôle du compartiment sédimen-
taire des écosystèmes aquatiques dans la spéciation des contaminants introduits via l'eau et dans
l'exposition des organismes à ces contaminants [179, 101].
Le sédiment favorise aussi le développement de microorganismes ainsi que la constitution de
bioﬁlm qui jouent un rôle important dans le cycle des éléments, la chaîne alimentaire et la spéciation
des polluants.
2.2.4.2 Sédiment naturel ou artiﬁciel
Tout comme pour l'eau, il est possible de travailler avec un sédiment naturel ou artiﬁciel. Ce
choix est largement discuté dans la littérature [150, 32, 53, 137]. Un mélange de sédiment naturel et
artiﬁciel est parfois utilisé [138].
2.2.4.3 Composition du sédiment artiﬁciel
La composition des sédiments artiﬁciels n'est pas standardisée. Cependant, ces sédiments com-
portent généralement du sable, de l'argile, du carbonate de calcium (rôle tampon) et une source de
nourriture (matière organique) pour les organismes se développant dans le sédiment [41]. Les sources
de matière organique retenues sont l'α-cellulose et le TétraMin®, un aliment pour poisson.
Le tableau 2.1 présente la composition des sédiments utilisés lors d'expériences en microcosme
menées au LEHNA et au CEAEQ.
Sables
Dans la plupart des essais LAMs réalisés, la phase sableuse est constituée de sable ﬁn (sable de
Fontainebleau). Au CEAEQ, en 2005, il a été décidé de complexiﬁer la partie sableuse en mélangeant
3 sables de granulométries diﬀérentes (S4, tableau 2.1). Ce choix avait été fait en vue d'améliorer le
réalisme environnemental et de favoriser le développement des organismes benthiques.
Argile
L'argile est un constituant majeur des sédiments, souvent ajouté dans les sédiments artiﬁciels.
Clément et Cadier [54] n'en avaient pas introduit en 1998 dans leur sédiment artiﬁciel. Mais à partir
des travaux de thèse de Verrhiest [173] qui ont suivi, du kaolin a été inclus dans la phase sédimentaire
à hauteur de 30% de la masse sèche (S1, tableau 2.1).
Cependant, le développement et l'activité des organismes benthiques ainsi que la manipulation
des systèmes entraînent une remise en suspension du kaolin, qui constitue une limite importante de
l'essai. En eﬀet, ce phénomène a plusieurs conséquences, parmi lesquelles :
 la modiﬁcation de la répartition et la biodisponibilité des polluants conduisant à des conditions
d'exposition des organismes non réalistes,
 le colmatage du tractus digestif des daphnies,
 et l'augmentation de la turbidité de la colonne d'eau, qui est susceptible de perturber la
pénétration de la lumière, nécessaire à la croissance algale.
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Table 2.1  Composition de sédiments artiﬁciels utilisés dans les essais LAMs au CEAEQ et au
LEHNA
composé S0 S1 ou
S1'
S2 S3 S4 S5
expérimentateurs Clément
et Cadier
Verrhiest Triﬀault-
Bouchet
Cauzzi Triﬀault-
Bouchet,
Delhaye
Raevel
année 1998 2001 2004 2007 2006 2007
ref. [54] [173] [164] [41] non
publié
[132]
mse`che totale (g) 267 w300 150 100 150 150
composition (%)
sable ﬁn (100-200 µm) 97 65 ou 74 - 74 63.25 88.13
sable de Loire (200-500 µm) - - 65 - 20 -
sable grossier (500-1000 µm) - - - - 5 -
kaolin (argile) - 30 ou 20 30 20 10 10
CaCO3 - 0.1 0.1 1.0 0.1 0.1
α-cellulose 2.4 4.85 4.75 4.85 1.5 1.5
TétraMin® 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.3
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On a supposé que la concentration en kaolin dans la colonne d'eau était proportionnelle à la concen-
tration initiale dans le sédiment et qu'une diminution de la concentration en kaolin dans le sédiment
permettrait donc de réduire sa remise en suspension. En 2006, au CEAEQ, Triﬀault-Bouchet a donc
réduit à 10% la concentration en kaolin dans le sédiment artiﬁciel.
2.2.4.4 Maturation du sédiment
La phase de maturation du sédiment (Ji - J0) permet le développement de populations de micro-
organismes et la stabilisation de plusieurs paramètres physico-chimiques (pH, le potentiel d'oxydo-
réduction,...) et microbiologiques [150, 32, 94, 24, 175]. Les populations de micro-organismes initient
la dégradation de la matière organique et constituent une source de nourriture supplémentaire pour
consommateurs primaires. Le développement et la survie des organismes benthiques sont alors amé-
liorés par cette phase de maturation. Lors des travaux de thèse de Triﬀault-Bouchet [160], la phase
de maturation était de 4j en moyenne. Cauzzi [41], quant à lui, laissait maturer le sédiment au
minimum 7 jours.
2.2.5 Organismes
Dans les essais en microcosme, le développement de 5 espèces d'organismes aquatiques d'eau
douce (P. subcapitata, L. minor, D. magna, H. azteca, C. riparius) est suivi au cours du temps.
2.2.5.1 Choix des organismes
Les principaux critères de choix des organismes sont la sensibilité ainsi que les possibilités et
facilité d'élevage ou de culture. Les organismes rassemblés dans cet essai en microcosme sont des
organismes retenus pour des essais de toxicité mono-spéciﬁques classiques, qui correspondent à dif-
férents niveaux trophiques (producteurs et consommateurs primaires) et évoluent dans les diﬀérents
compartiments abiotiques (tableau 2.2). Etant donné la taille des systèmes et la durée de l'essai,
seuls des organismes de petite taille à court cycle de vie peuvent être utilisés [87]. Nos microcosmes
sont donc des écosystèmes simpliﬁés contenant des producteurs et consommateurs primaires, à la
base des chaînes alimentaires. Il existe des relations trophiques entre ces espèces dans les micro-
cosmes : les algues sont consommées par les invertébrés. Des décomposeurs se développent aussi
dans les systèmes, mais ne sont pas introduits volontairement et ne sont pas contrôlés.
Producteurs primaires
Dans les essais en microcosme, les producteurs primaires sont principalement représentés par le
phytoplancton et éventuellement le périphyton [41]. Clément et ses collaborateurs ont choisi d'in-
troduire une seule espèce d'algue, Pseudokirchneriella subcapitata, contrairement à Taub [156] qui
suivait plusieurs espèces.
Des macrophytes ﬂottantes, les lentilles d'eau Lemna minor, sont également introduites. En eﬀet,
les macrophytes jouent un rôle important dans les écosystèmes car elles sont notamment un refuge
pour les invertébrés [30, 31] et un support pour le développement de communautés périphytiques,
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sources de nourriture pour les consommateurs primaires. Lorsque les essais de toxicité sur les algues
révélaient une forte toxicité, il était déjà recommandé avant les années 1980, de réaliser des essais
complémentaires sur des plantes supérieures. Les membres de la famille des Lemnaceae, en parti-
culier les Lemna minor, ont été proposées comme des macrophytes représentatifs et utiles pour
l'évaluation de la toxicité des produits chimiques dès 1979 [22]. En eﬀet, ces plantes ont comme
avantage, en plus de leur petite taille et leur facilité de culture, un grand ratio aire sur volume, une
faible cuticule sur la face des frondes en contact avec la solution test et la possibilité de réaliser les
essais à partir d'un seul clone, puisque la reproduction est végétative [22]. D'après Cleuvers et Ratte
[51], les lentilles d'eau sont un bon complément des algues, pour l'évaluation de la phytotoxicité des
substances colorées en particulier.
Consommateurs primaires
Les consommateurs primaires sont généralement représentés par des invertébrés pélagiques (ro-
tifères, copépodes, cladocères) et/ou (épi)benthiques (amphipodes, larves d'insectes, oligochètes).
Clément et ses collaborateurs ont choisi d'introduire 3 espèces d'invertébrés : des daphnies Daphnia
magna, des hyalelles Hyalella azteca et des chironomes Chironomus riparius. Les daphnies sont des
organismes pélagiques, évoluant dans la colonne d'eau, mais qui sont néanmoins également exposés
au sédiment, qu'elles ont tendance à remuer en surface pour se nourrir [101, 107]. Les hyalelles sont
des organismes épibenthiques utilisés pour tester la toxicité de sédiments. Elles sont généralement
enfouies dans le sédiment, mais on peut les voir se déplacer à la surface sur sédiment, sur les parois
du bécher, sur les racines des lentilles d'eau ou nager dans la colonne d'eau (les observations sur
l'enfouissement varient suivant les laboratoires [45]). Elles ne sont donc pas seulement exposées via
le sédiment aux contaminants. D'après Chapman et al. [45], les hyalelles sont utiles pour tester la
toxicité des sédiments mais ne doivent pas être utilisées seules. Les larves de chironomes, qui se
développent essentiellement dans le sédiment, bien qu'on observe, dans nos microcosmes, qu'elles se
nourrissent également du bioﬁlm à la surface du sédiment, sont un bon complément des hyalelles
pour tester la toxicité de sédiment.
2.2.5.2 Organismes : biologie et écologie
Quelques caractéristiques biologiques et écologiques des organismes d'eau douce utilisés dans le
LAM sont données ci-dessous et synthétisées dans les tableaux 2.2 et 2.3.
Pseudokirchneriella subcapitata
L'algue verte unicellulaire Pseudokirchneriella subcapitata fait partie de la famille des Chloro-
phyceae. Cette algue microscopique a une taille inférieure à 6 µm. Son cytoplasme renferme princi-
palement de la chlorophylle a, de la chlorophylle b et des pigments caroténoïdes [160]. Les cellules
sont isolées ou regroupées par paquets irréguliers. La reproduction se fait par division cellulaire.
Elle est présente dans divers milieux lentiques, dans la colonne d'eau ou le sédiment. Son dé-
veloppement est principalement limité par les teneurs en azote, en phosphore et la luminosité. Elle
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Table 2.2  Eléments sur la biologie des producteurs primaires utilisés dans les essais
organisme Algue Lentille d'eau
espèce étudiée Pseudokirchneriella
subcapitata
(Selenastrum capricornutum)
Lemna minor
abréviation Ps Lm
phytoplancton (et
périphyton)
macrophyte ﬂottant
milieu de vie colonne d'eau
et surface du sédiment
interface colonne d'eau et
air
pélagique pélagique
ch. trophique producteur I producteur I
photosynthétique photosynthétique
reproduction division cellulaire végétative (bourgeonnements
successifs latéraux)
taille < 6 µm diamètre des frondes < 5 mm
longueur racines < 15 cm
pour plus
d'informations
[113] [89, 90]
Table 2.3  Eléments sur la biologie des consommateurs primaires utilisés dans les essais
organisme daphnie hyalelle chironome
espèce étudiée Daphnia magna Hyalella azteca Chironomus riparius
abréviation Dm Ha Cr
crustacé amphipode diptère
milieu de vie eau et
surface du sédiment
sédiment et
colonne d'eau
larve : sédiment et
surface du sédiment
nymphe : sédiment et
colonne d'eau
insecte : air
pélagique épibenthique benthique
ch. trophique consommateur I consommateur I consommateur I
source nourriture ﬁltreur épiphytique détritivore
algues, bactéries algues, bactéries à la
surface du sédiment
algues, bactéries,
champignons, débrits
alimentaires
reproduction asexuée
(parthénogénétique)
ou sexuée
sexuée sexuée
âge maturité (j) '10 '40 '20
taille < 6 mm < 1 cm larves < 1.5 cm
pour plus
d'informations
[107] [24] [24]
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constitue une part importante de la nourriture consommée par le zooplancton.
Lemna minor
Les lentilles d'eau Lemna minor sont des macrophytes ﬂottants à la surface de l'eau (non enra-
cinées dans le sédiment). Elles appartiennent à la famille des Lemnaceae. Elles se présentent sous
forme de colonies de 2 à 4 frondes, de diamètre inférieur à 5 mm. Chaque fronde possède une racine
dont la longueur, inférieure à 15 cm, dépend notamment de la disponibilité en azote et phosphore
[115].
Elles se reproduisent généralement par multiplication végétative, sous la forme de bourgeonne-
ments successifs latéraux. Une fronde peut produire jusqu'à 10 ou 20 frondes ﬁlles.
Elles sont présentes dans divers milieux aquatiques, principalement lentiques, des zones tempérées
de l'hémisphère nord. Elles se développent particulièrement dans les milieux riches en azote et en
phosphore. Elles sont une source de nourriture pour les oiseaux, les gastéropodes, les gammares,...
Ces organismes participent à leur dissémination [115].
Daphnia magna
Les microcrustacés Daphnia magna appartiennent à la famille des Daphnideae et à l'ordre des
Cladocera. Ces daphnies sont les plus grandes du genre Daphnia (jusqu'à 6 mm). Elles sont présentes
dans les écosystèmes aquatiques des zones tempérées et particulièrement les eaux calmes.
Elles sont recouvertes d'un exosquelette transparent renouvelé par mue. Elles possèdent une
grande paire d'antenne servant au déplacement et une plus petite permettant l'alimentation [41]. Le
battement des appendices thoraciques crée un courant d'aspiration qui leur permet de ﬁltrer l'eau
aﬁn de se nourrir de particules en suspension (algues, bactéries, matière organique,...).
Les femelles peuvent se reproduire sans mâle et produire deux types d'÷ufs suivant les conditions
environnementales. En conditions favorables, les femelles matures produisent des ÷ufs (10 à 30) qui
donnent naissance à des clones (même génome). En conditions défavorables, les ÷ufs donnent des
mâles et des femelles. Les femelles une fois fécondées par les mâles produisent des ÷ufs contenus
dans une poche protectrice (éphippie). Ces ÷ufs protégés demeurent viables pendant plusieurs mois
dans l'attente de conditions plus favorables. Ils conduisent à des clones de leur mère, ce qui permet
une reprise du cycle parthénogénétique.
Hyalella azteca
Les crustacés Hyalella azteca appartiennent à la famille des Hyalellidae et à l'ordre des Am-
phipoda. Ces hyalelles font moins d'1 cm de longueur. Cette espèce est originaire d'Amérique du
nord. Elle se développe principalement dans les zones littorales peu profondes et bien oxygénées
[41]. Les hyalelles sont des organismes épibenthiques. Elles tirent principalement leur nourriture du
sédiment (algues, bactéries, matière organique,...) et aiment s'y réfugier. Elles sont principalement
consommées par les poissons et les invertébrés de grande taille.
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Figure 2.5  Photographies de diﬀérentes étapes du cycle de vie des chironomes C. riparius
Le cycle de vie des hyalelles comprend trois stades de développement : un stade immature, un
stade juvénile et un stade adulte. La maturité sexuelle est atteinte au bout de 5 à 6 semaines [24].
Elle n'est donc pas atteinte pendant l'essai en microcosme.
La reproduction des hyalelles est sexuée et initiée par la mise en amplexus du mâle et de la femelle
(le mâle s'accroche à la femelle). La femelle fécondée mue ensuite, ce qui lui permet de libérer les
jeunes de la portée précédente (1 à 30). La fertilisation des ÷ufs nouvellement produits a lieu après
cette mue.
Chironomus riparius
L'insecte Chironomus riparius appartient à la famille des Chironomidae et de l'ordre des Dip-
tera. Ces chironomes sont principalement présents dans les milieux aquatiques lentiques et lotiques
d'Amérique du nord et d'Europe. Le cycle de vie des chironomes comprend 4 stades : ÷uf (surface
de l'eau, dans la masse, 2 jours), larves (sédiment, 16-20 jours), nymphe (sédiment et colonne d'eau)
et imago (air) (ﬁgure 2.5). Les larves (inférieur à 1.5 cm) peuplent les 10 premiers centimètres des
sédiments. Elles se nourrissent principalement de bactéries, d'algues, de champignons et de matière
organique présents dans le sédiment. Elles sont consommées par les poissons, oiseaux et invertébrés
de grande taille.
Les adultes ont une durée de vie très courte (quelques jours) et s'accouplent rapidement. 24 à
48 heures après, les femelles fécondées pondent une série d'÷ufs (entre 150 et 600) appelée masse.
Cette dernière est accrochée en surface de la colonne d'eau sur des supports divers (bécher ou racine
des lentilles d'eau dans un microcosme). L'éclosion des ÷ufs donne ﬁnalement naissance à des larves
de faible taille qui vont gagner le sédiment.
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2.2.5.3 Manipulation et suivi des daphnies
Dans les premiers essais LAMs réalisés, Clément et ses collaborateurs laissaient l'ensemble des
daphnies (mères et néonates) dans les microcosmes tout au long de l'essai [54]. Néanmoins, les
densités de daphnies étaient trop importantes en ﬁn d'essai, il a donc été décidé d'éliminer les
néonates en cours d'essai, à l'occasion des dénombrements [55], ce qui est également réalisé dans les
tests mono-spéciﬁques standard de reproduction des daphnies sur 21 jours.
2.3 Exposition et eﬀet du cadmium
2.3.1 Le cadmium dans l'environnement et son utilisation
La croûte terrestre contient en moyenne 0.18 µg.g−1 de cadmium [170]. Le cadmium se trouve
associé aux minerais contenant du zinc ou du plomb. Les niveaux de cadmium dans les sols sont
généralement compris entre 0.01 et 1.8 µg.g−1 [170]. De plus fortes concentrations sont présentes
dans les sédiments récents des ﬂeuves et cours d'eau (0.60 à 74 µg·g−1) [113]. Lum [111] rapporte
des concentrations en cadmium dans l'eau dans les grands lacs et le ﬂeuve Saint Laurent de 0.01 à
0.1 µg.l−1 et Kottelat [101] des concentrations en cadmium dissous dans les eaux naturelles de 0.02
à 0.08 µg.l−1 avec environ 10% sous forme colloïdale.
Le cadmium est principalement utilisé pour la production d'accumulateurs, de pigments, pour
le cadmiage qui consiste en la déposition d'une ﬁne couche de cadmium pour protéger la surface des
métaux contre la corrosion ainsi que pour stabiliser des produits en PCV (polychlorure de vinyle)
[91].
2.3.2 De l'exposition aux eﬀets
La toxicité d'un métal pour les organismes dépend de sa disponibilité environnementale et de
sa bioaccumulation (ﬁgure 2.6). Plus précisément, les eﬀets toxiques d'un métal sur un organisme
sont liés à sa spéciation, sa concentration dans les diﬀérents compartiments abiotiques (partition
solide-liquide), sa prise en charge, son internalisation, son transport et sa distribution interne ainsi
que son interaction avec les biomolécules [35, 60, 34]. L'ensemble de ces facteurs sont liés à la durée
d'exposition, les conditions environnementales, la composition des milieux abiotiques et les espèces
considérées.
2.3.2.1 Spéciation
La spéciation chimique d'un élément est la distinction entre les diﬀérentes formes chimiques
possibles (espèces) de cet élément dans un environnement donné [144]. La distribution des métaux
entre ces diﬀérentes formes est en équilibre dynamique. La spéciation est la base de la compréhension
du devenir des métaux trace dans les milieux aquatiques [144].
Les métaux en solution peuvent être présents sous forme :
 d'ion libre (en réalité, en solution aqueuse, les cations métalliques sont associés à des molécules
d'eau qui forment une sphère d'hydratation [34]),
 de complexe avec
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Figure 2.6  Schéma conceptuel pour évaluer les processus de bioaccessibilité et biodisponibilité
des métaux dans les systèmes aquatiques (d'après Drexler et al. [60])
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◦ des ligands minéraux (HCO−3 , CO2−3 ,Cl−, SO2−4 , S2−/HS−,...),
◦ des ligands organiques monomères simples (acides acétique, phénol, acides aminés, acides
polycarboxiliques,...) ou polymères complexes (protéines, glucides, acides humiques, acides
fulviques, ...),
◦ des ligands synthétiques (EDTA, NTA,...),
◦ à la surface de colloïdes inertes ou vivants (bactéries),
◦ ou des particules en suspension,
 de précipité (hydroxyde ou carbonate).
Le cadmium est un cation B dans la classiﬁcation des éléments en fonction de leurs propriétés
chimiques de coordination. C'est un cation mou, dont les interactions sont en partie de caractère
covalent et qui est de préférence lié aux ligands contenant du soufre ou de l'azote d'après Sigg et
al. [144]. D'après Campbell et Couillard [34], le cadmium a tendance à rester libre en solution ou
à s'associer aux carbonates plutôt qu'aux hydroxydes. Le cadmium s'adsorbe moins que d'autres
métaux (Pb, Cu, Cr) aux colloïdes et à la matière organique dans les eaux naturelles [101]. Kottelat
[101] trouve 10% de cadmium sous forme colloïdale dans ses expériences.
L'ion libre est plus toxique que les formes complexées ou précipitées [141]. Ceci s'explique par la
capacité de l'ion libre à pénétrer l'organisme et à interagir avec les biomolécules. La bioaccumulation
et la toxicité sont donc corrélées à la proportion de cadmium sous forme Cd2+. Il est donc important
de connaître la concentration en cadmium libre si l'on veut comprendre la toxicité du métal sur les
organismes dans les diﬀérents essais.
Facteurs inﬂuençant la spéciation
De nombreux facteurs peuvent inﬂuencer la spéciation chimique du cadmium en solution aqueuse
tels que la température, la pression et la composition de l'eau [125].
La présence de ligands dans l'eau pouvant complexer l'ion métallique entraîne une diminution
directe de la concentration en ion libre et donc une diminution de la toxicité du cadmium. Une
augmentation de l'alcalinité ou la salinité entraîne l'augmentation de la formation de paires d'ions
CuCO3 ou CdCl
+ et CdCl2aq moins toxiques que l'ion libre Cd
2+. De nombreux auteurs ont montré
que la bioaccumulation et la toxicité du cadmium diminuaient en présence de matière organique,
notamment de substances humiques [183, 184, 103, 165]. L'inﬂuence sur la bioaccumulation et la
toxicité de métaux, de la présence de ligands synthétisés par l'homme comme l'EDTA, fréquem-
ment utilisé dans les eaux reconstituées, a également été démontrée pour de nombreux organismes,
notamment les lentilles d'eau [58] et les daphnies [147].
Les colloïdes, sur lesquels les métaux peuvent s'adsorber participent également à la diminution
de la concentration en cadmium libre dans l'eau.
La présence dans l'eau d'ions en compétition pour la formation de complexes (H+, Ca2+, Mg2+)
peut également avoir un impact sur la spéciation des métaux et donc leur toxicité. De nombreux
auteurs ont en eﬀet montré que la toxicité des métaux augmentait avec la dureté de l'eau [188, 184,
183, 93, 46, 186]. Cette conclusion a été néanmoins remise en cause récemment par les travaux de
Markich et al. [114] et Maloney [113].
26Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
2.3.2.2 Partition solide-eau
Il est nécessaire de connaître la partition du métal entre l'eau et les solides pour comprendre
l'exposition des organismes dans les systèmes aquatiques. Sigg et al. [144] utilisent le terme sorption
pour désigner tout processus à l'interface conduisant à un changement de phase (solide-liquide) du
soluté ou à la transformation d'une surface de par la présence du soluté ou de son environnement. Les
mécanismes de sorption sont (1) l'échange d'ion, (2) la complexation de surface, (3) la précipitation
de surface, (4) les processus de sorption liés au caractère hydrophobe de la surface ou du composé
considéré, (5) l'absorption (incorporation du soluté dans la matrice solide), (6) la diﬀusion dans la
phase solide [144]. Ces mécanismes font intervenir la spéciation du soluté.
Le coeﬃcient de partition du métal Kd est le ratio entre la concentration en métal sorbé et la
concentration en métal dissous [5]. Le tableau 2.4 donne les coeﬃcients de partition du cadmium
entre diﬀérents solides et l'eau.
Table 2.4  Coeﬃcients de partition Kd du cadmium solide/eau (médiane et intervalle) (d'après
[5])
solide sédiment matière en suspension COD
log(Kd) (en
l.kg−1)
3.6 (0.5 - 7.3) 4.7 (2.8 - 6.3) 5.2 (3.4 - 5.5)
2.3.2.3 Durée d'exposition
La réponse des organismes à un contaminant augmente généralement avec la durée d'exposition.
Cependant, ces résultats sont plus ou moins marqués suivant les durées, les contaminants [62] et
espèces testées [151] ainsi que les paramètres choisis [151]. Pour des expositions à de faibles concen-
trations sur de longues périodes, il peut apparaître des eﬀets sous-létaux, qui n'ont pas forcément
d'impact sur l'organisme lui même mais qui peuvent en avoir à l'échelle de la population.
2.3.2.4 Sensibilité de l'organisme
Beaucoup d'études ont été réalisées sur la sensibilité des organismes aux contaminants et aux
métaux plus particulièrement. Celle-ci dépend de nombreux critères parmi lesquels :
 l'espèce [125, 151, 170],
 le génome (sous-espèce) [11, 14, 10, 119, 149, 63, 12, 9, 82, 131]
 l'âge ou le stade de développement initial des organismes [120]
 la nourriture ou les éléments nutritifs [185] :
◦ concentration N/P [187]
◦ type de nourriture [17]
 l'histoire de vie :
◦ exposition préalable (de l'organisme ou des parents) et acclimatation [26, 39],
◦ nutrition préalable de l'organisme et des parents [68],
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◦ consanguinité [73],
◦ changement histoire de vie [145],
 le paramètre mesuré [151].
On peut également supposer qu'un meilleur ﬁtness contribue à diminuer la sensibilité des organismes
à une contamination. Les facteurs abiotiques contrôlent la concentration à l'entrée de l'organisme,
mais l'organisme peut aussi mettre en place des stratégies de régulation de la solubilité des métaux
en interne.
2.3.3 Eﬀet du cadmium sur les organismes du LAM
Il existe un très grand nombre d'études sur les eﬀets du cadmium chez les organismes aquatiques,
dont les LC50 peuvent varier d'un facteur 10  100 selon les auteurs et les conditions [101]. Les
tableaux 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 et 2.9 présentent quelques résultats de la littérature concernant la toxicité
du cadmium sur les organismes aquatiques du microcosme.
2.3.3.1 Algues
Les algues d'eau douce ont une charge nette négative ce qui entraîne une aﬃnité pour les espèces
chargés positivement, comme les cations métalliques. Il existe deux phases distinctes dans la prise
en charge des métaux par les cellules algales : (1) une phase rapide d'adsorption physique par
échange d'ion avec la paroi cellulaire (10 min) et (2) une phase plus lente de transport actif du métal
dans le cytoplasme de la cellule (internalisation) [158, 125]. Le métal pénètre dans la cellule via les
canaux de transport de cations [35]. D'après Sofyan et al. [146] l'accumulation du cadmium dans
les algues augmente avec la concentration en cadmium dans le milieu de culture et les facteurs de
bioconcentration du cadmium dans les P. subcapitata sont compris entre 28 et 78.
2.3.3.2 Invertébrés
Les invertébrés sont exposés au cadmium via l'eau, la nourriture et les sédiments [125, 101].
Bien que la concentration en métal soit généralement beaucoup plus importante dans le sédiment
que la colonne d'eau, seule une petite fraction est biodisponible. Mais l'activité de bioturbation des
organismes benthiques (1) relâche, dans la colonne d'eau, une importante quantité d'eau interstitielle,
qui contient de fortes concentrations en cadmium et (2) ramène des sédiments des couches profondes
au niveau de la surface, où d'autres processus de spéciation peuvent être initiés [125]. Wang et al.
[178] montrent que l'accumulation du cadmium par les hyalelles est corrélée au métal biodisponible
dans l'eau de surface au cours des bioessais de toxicité réalisés avec une phase sédimentaire en
laboratoire.
Le cadmium a la capacité de s'adsorber rapidement sur la carapace de Daphnia magna puis de
diﬀuser lentement dans l'organisme [136].
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Table 2.5  Toxicité du cadmium sur les algues P. subcapitata dans la littérature (d'après [113])
conditions paramètre Cd µg.l−1 ref.
AAP avec EDTA (0.8 µM) croissance
(CMEO)
croissance
(inhib.)
- total 79.8
49.4
[15]
AAP avec EDTA (0.8 µM)
(1)
AAP sans EDTA (2)
croissance CI50 (4 j) total 56.2 (1)
23.2 (2)
[159]
FRAQUIL chélate (1)
FRAQUIL avec NTA (10
µM) (2)
biomasse CI50 (3 j) libre 45.0 (1)
31.5 (2)
[69]
SAAM
EDTA (0.8 µM)
culture continue
croissance CI50 (1 j) total 32.0 [110]
US EPA (1985) modiﬁé avec
EDTA (80 nM) [EDTA] = 1
µM
conditions statiques
croissance CI50 total 340.6 [49], [48]
AAM avec EDTA (0.8 µM) croissance
(biomasse)
(14 - 21 j)
- total 57.3 [166]
AAP
AAPm
activité photo-
synthétique (14C)
EC50 200
270
[103]
milieu CEAEQ croissance
(nb cellules)
CI50 (4 j) total 9.3 ±2.0 CEAEQ,
non pub.
[171] croissance
(nb cellules)
CI50 (4 j) total
total
1.6
9.2
[146]
milieu CEAEQ 2003
sans EDTA
croissance
(nb cellules)
CI50 (4 j) total
libre
9.5 [8.9 ; 10.1]
9.4 [8.8 ; 10.0]
[113]
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Table 2.6  Toxicité du cadmium sur les lentilles d'eau L. minor dans la littérature
conditions paramètre µg.l−1 ref.
milieu standard [1]
pH = 7.5± 0.2
T = 27 ± 2°C
Eclairement : 6450 lux
chlorophylle EC50 (4 j) 200 [180]
statique
eau reconstituée
sans EDTA
dureté = 39 mg.l−1CaCO3
T = 25°C
Eclairement continu : 1615 ± 110
lux
croissance EC50 (4 j) 54 [155]
- croissance EC50 (10 j) 169 [105]
milieu Steinberg stérilisé
EDTA = 4.03 µM
pH = 5.5±0.2
T = 25 ± 2°C
Eclairement continu : 85-125
µE.m−2.s−2
croissance EC50 (3 j)
EC50 (7 j)
393
214
[62]
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Table 2.7  Toxicité du cadmium sur les daphnies D. magna dans la littérature (ldc : léger déclin
de la consommation ; fdc : fort déclin de la consommation)
conditions paramètre Cd conc.
(µg.l−1)
ref.
- survie LC50 (2 j) total
libre
39
30
[141]
eau
eau
eau et sédiment
survie LC50 (2 j) total
libre
total
36-33-24-40
28-25-18-31
61-27-100
[124]
dureté = 150
mg.l−1CaCO3
ldc
fdc
EC50 (14 j)
EC50 (14 j)
1
5
[23]
3 niveau de nourriture LC50 (21 j) 3.5 - 8.3 [67]
milieu ASTM
T = 20 ± 1°C
photopériode : 16j/8n
daphnies <24 h
mobilité EC50 (2 j) total 9.5 (9.3 -
9.7)
[85]
dureté = 69-87
mg.l−1CaCO3
- EC50 (2 j)
EC50 (4 j)
EC50 (7 j)
EC50 (10 j)
EC50 (14 j)
26.4
12.7
9.9
9
8.6
[151]
milieu ASTM
milieu M7
milieu EEC
mobilité EC50 (2 j) 331.6
9.5
9.8
[84]
milieu ASTM reproduction EC50 (21 j)
NOEC/LOEC
6.1
3.2 / 4.8
[86]
milieu ADaM
T = 20°C
photopériode : 16j/8n
daphnies <48 h
0.7 W.m−2
0.07 mgC.daphnie−1.j−1
croissance
reproduction
EC10 (8 j)
EC10 (12 j)
EC10 (15 j)
EC10 (17 j)
EC10 (17 j)
libre 6.3
5.4
6.0
7.3
3.1
[97]
Milieu M4 avec Na2EDTA
et FeSO4 remplacés par
COD naturel (4mg.l−1 de
C)
daphnies acclimatées (>6
générations), < 24h, 3
clones
photopériode : 16j/8n
T = 20°C (1) ou 24°C (2)
mobilité EC50 (2 j) dissous 112 ± 14
(1)
64 ± 12 (2)
[121]
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Table 2.8  Toxicité du cadmium sur les hyalelles H. azteca dans la littérature
conditions paramètre µg.l−1 ref.
eau (1),
eau-sédiment (2)
survie LC50 (4 j)
LC50 (10 j)
LC50 (4 j)
LC50 (10 j)
8 (1)
6 (1)
74 (2)
80 (2)
[124]
dureté = 90 mg.l−1CaCO3
âge initiale : 0-2 j (1) ; 2-4 j (2) ; 4-6
j (3) ; 10-12 j (4) ; 16-18 j (5) ; 24-26
j (6)
survie LC50 (4 j) 13 (1)
7.5 (2)
9.5 (3)
7 (4)
11.5 (5)
14 (6)
[56]
eau seulement,
conditions statiques,
2 mg nourriture pour poisson J0 et
J2
survie LC50 (4 j) 13 [117]
Table 2.9  Toxicité du cadmium sur les chironomes C. riparius dans la littérature
conditions paramètre mg.l−1 ref.
- survie LC50 (4 j) 1.76 [182]
dans
[29]
eau seulement,
conditions statiques,
2 mg nourriture pour poisson J0 et
J2
survie LC50 (3 j) 0.021 [117]
eau seulement, sans nourriture
dureté = 10 mg.l−1CaCO3 (1)
dureté = 140 mg.l−1CaCO3 (2)
larves du 3ème ou 4ème stade
survie LC50 (2 j)
331 (1)
1106 (2)
[79]
32Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
Chapitre 3
Matériels et méthodes
Dans ce chapitre, nous présenterons les protocoles expérimentaux des deux dernières expériences
réalisées dans le cadre de cette thèse ainsi que les traitements de données eﬀectués et utilisés dans ce
manuscrit. Pour information, le lecteur trouvera la liste et les objectifs de l'ensemble des expériences
réalisées au cours de cette thèse en annexe A.
3.1 Protocoles expérimentaux
Les essais en microcosme aquatique de laboratoire statique S et dynamique D ont été réalisés au
Laboratoire d'Ecologie des Hydrosystèmes Naturels et Anthropisés (LEHNA) à l'Ecole Nationale des
Travaux Publics de l'Etat (ENTPE, France). Les deux essais n'ont pu être conduits simultanément
pour des raisons logistiques. Ils ont été réalisés à 3 mois d'intervalle, en juin et octobre 2009, aﬁn
d'éviter les fortes températures de la période estivale. Les conditions d'essai sont synthétisées dans
les tableaux 3.1 et 3.2.
Les expériences ont été entièrement réalisées par l'auteur de la thèse à l'exception des dosages
d'ions par chromatographie ionique et spectrométrie d'absorption atomique, qui demandaient une
technicité particulière que l'auteur n'a pu développer.
3.1.1 Photographies et schémas expérimentaux
La ﬁgure 3.1 présente les dispositifs expérimentaux des deux expériences. Aﬁn de permettre
l'installation et la manipulation des systèmes avec un renouvellement en continu de l'eau, nous
avons dû changer d'étagères par rapport aux essais statiques (ﬁgure 3.1). Aﬁn de retrouver plus
rapidement les béchers lors des multiples mesures, les microcosmes ont été positionnés dans un
ordre logique. Par rotation ou positionnement logique, nous entendons selon une suite cohérente,
régulière. Les béchers ont été déplacés de manière non aléatoire une ou deux fois par semaine. Ce
point sera discuté dans le chapitre 4.
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Table 3.1  Conditions de l'essai en microcosme aquatique de laboraoire statique S
T
y
p
e
d
'e
ss
ai
E
ss
ai
d
e
to
x
ic
it
é
ch
ro
n
iq
u
e
en
m
ic
ro
co
sm
e
aq
u
at
iq
u
e
d
e
la
b
or
at
oi
re
sa
n
s
re
n
ou
ve
ll
em
en
t
d
'e
au
D
u
ré
e
d
e
l'
es
sa
i
21
j
N
b
d
e
ré
p
li
ca
ts
4
ré
p
li
ca
ts
p
ar
tr
ai
te
m
en
t
T
ra
it
em
en
ts
5
co
n
ce
n
tr
at
io
n
s
n
om
in
al
es
en
ca
d
m
iu
m
d
an
s
l'
ea
u
:
0
-
10
-
20
-
40
et
80
µ
g.
l−
1
T
em
p
ér
at
u
re
d
e
la
sa
ll
e
22
±
4°
C
E
cl
ai
re
m
en
t
en
v
ir
on
20
00
lu
x
,
la
m
p
es
ﬂ
u
or
es
ce
n
te
s
à
la
rg
e
sp
ec
tr
e,
p
h
ot
op
ér
io
d
e
:
16
jo
u
r
/
8
n
u
it
R
éc
ip
ie
n
t
b
éc
h
er
d
e
fo
rm
e
b
as
se
d
e
2
l
(d
ia
m
èt
re
:
13
cm
;
h
au
te
u
r
:
18
.5
cm
)
en
p
la
st
iq
u
e
(P
M
P
tr
an
sp
ar
en
t)
S
éd
im
en
t
10
0
g
d
e
sé
d
im
en
t
re
co
n
st
it
u
é
(8
8.
35
%
d
e
sa
b
le
ﬁ
n
,
10
%
d
e
sé
d
im
en
t
n
at
u
re
l
d
'A
ig
u
eb
el
et
te
sé
ch
é
et
ta
m
is
é,
1.
5%
d
'α
-
ce
ll
u
lo
se
,
0.
15
%
d
e
T
ét
ra
M
in
®
)
C
ol
on
n
e
d
'e
au
ea
u
re
co
n
st
it
u
ée
(E
M
),
h
au
te
u
r
:
en
v
ir
on
15
cm
,
2
l
in
tr
o
d
u
it
s
in
it
ia
le
m
en
t
R
en
ou
ve
ll
em
en
t
d
e
l'
ea
u
au
cu
n
A
ér
at
io
n
d
e
l'
ea
u
co
n
ti
n
u
e
S
u
iv
i
d
e
la
q
u
al
it
é
d
e
l'
ea
u
te
m
p
ér
at
u
re
,
p
H
,
ox
y
gè
n
e
d
is
so
u
s,
co
n
d
u
ct
iv
it
é,
ca
rb
on
e
or
ga
n
iq
u
e
d
is
so
u
s
D
os
ag
e
te
n
eu
r
en
io
n
s
N
H
+ 4
,
P
O
3
-
4
,
N
O
- 3
et
N
O
- 2
(s
p
ec
tr
op
h
ot
om
ét
ri
e)
;
N
a+
,
K
+
,
M
g2
+
,
C
a2
+
,
C
l-
et
S
O
2
-
4
(c
h
ro
m
at
og
ra
p
h
ie
io
n
iq
u
e)
;
C
d
2
+
(s
p
ec
tr
om
ét
ri
e
d
'a
b
so
rp
ti
on
at
om
iq
u
e)
N
ou
rr
it
u
re
au
cu
n
e
n
ou
rr
it
u
re
ap
p
or
té
e
au
co
u
rs
d
e
l'
es
sa
i
N
et
to
ya
ge
d
es
ré
ci
p
ie
n
ts
au
cu
n
E
sp
èc
es
in
tr
o
d
u
it
es
à
J
0
P
.
su
bc
a
p
it
a
ta
L
.
m
in
o
r
D
.
m
a
gn
a
H
.
a
zt
ec
a
C
.
ri
pa
ri
u
s
A
ge
d
es
or
ga
n
is
m
es
à
J
0
cu
lt
u
re
d
e
5
j
cu
lt
u
re
d
e
7
j
<
1
j
7
-
14
j
2
j
N
b
d
'o
rg
an
is
m
es
p
ar
ré
p
li
ca
t
à
J
0
2·1
07
ce
l.
2
co
lo
n
ie
s
3
fr
on
d
es
10
10
10
N
b
d
'o
rg
an
is
m
es
in
tr
o
d
u
it
s
au
co
u
rs
d
e
l'
ex
p
ér
ie
n
ce
-
-
-
-
-
P
ar
am
èt
re
s
b
io
lo
gi
q
u
es
cr
oi
ss
an
ce
cr
oi
ss
an
ce
su
rv
ie
,
cr
oi
ss
an
ce
,
re
p
ro
d
u
ct
io
n
su
rv
ie
su
rv
ie
,
ém
er
ge
n
ce
34Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
Table 3.2  Conditions de l'essai en microcosme aquatique de laboraoire dynamique D
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___________________________________________________
Figure 3.1  Schémas expérimentaux du positionnement initial et de la rotation des béchers et
photographies des expériences S et D réalisées sans et avec renouvellement d'eau (pour les numéros
de bécher, les deux premiers chiﬀres correspondent au traitement, le dernier au numéro de réplicat)
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3.1.2 Conditions environnementales
3.1.2.1 Température de la salle d'essai
Les essais ont été réalisés dans une salle thermostatée dans laquelle la température était main-
tenue à 20 ± 2°C, hormis lors des journées où la température extérieure était trop importante pour
que le système de climatisation de la pièce fonctionne correctement. La température dans la salle
d'essai pouvait alors s'élever à plus de 26°C.
La température était mesurée grâce à un appareil portable d'électrochimie numérique (Hach,
modèle HQ 30D Flexi).
3.1.2.2 Eclairement
Les microcosmes étaient éclairés par des lampes ﬂuorescentes à large spectre à partir de J0.
L'éclairement était diﬀérent dans les deux expériences. Dans l'expérience D, il y avait deux rampes
de lumière au lieu d'une seule centrale et les néons étaient plus éloignés des systèmes.
Dans la plupart des expériences, une rotation bihebdomadaire logique des béchers assurait une
uniformisation de l'éclairement moyen reçu par chaque système au cours de l'expérience. Dans l'ex-
périence D, la rotation se faisait à l'intérieur de chaque traitement pour des raisons logistiques
(alimentation continue en eau contaminée).
La photopériode était de 16h d'éclairement et 8h d'obscurité, comme préconisé dans les normes
et protocoles des essais de toxicité réalisés avec les invertébrés que nous étudions [169, 37, 36, 43].
Cette photopériode, classiquement utilisée, correspond à une période maximale d'ensoleillement qui
favorise le développement et l'activité des organismes et permet d'observer plus rapidement des eﬀets
(Bastien, com. pers.).
L'éclairement était mesuré grâce à un luxmètre dont la cellule photosensible est déposée au
centre et au-dessus du ﬁlm plastique ou couvercle couvrant le bécher. Dans l'expérience S, des
ﬁlms transparents alimentaires ont été utilisés pour recouvrir les microcosmes. Par contre, dans
l'expérience D, le couvercle utilisé est plus épais, pour soutenir le système d'arrivée du ﬂux d'eau.
Il n'était pas tout à fait transparent. Le couvercle intercepte environ 500 lux dans l'expérience D.
L'éclairement était compris entre 2000 et 4000 lux à la surface du ﬁlm plastique ou couvercle.
3.1.3 Milieux abiotiques
Ces microcosmes de laboratoire sont réalisés dans des béchers avec bec verseur de forme basse
(diamètre : 13 cm ; hauteur : 18.5 cm) en plastique (PMP transparent), lavés à l'acide nitrique dilué
(environ 5%) et abondamment rincés à l'eau déminéralisée. Dans chaque bécher sont introduits 100
g de sédiment artiﬁciel et 2 l d'eau.
3.1.3.1 Contaminant : cadmium
Nous avons choisi le cadmium comme polluant modèle pour comparer les essais sans et avec
renouvellement d'eau.
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Déﬁnitions des diﬀérentes concentrations
Aﬁn de faciliter la discussion sur les concentrations en cadmium, nous allons préciser les appel-
lations et sigles retenus. Nous appellerons C, la concentration nominale en cadmium, c'est à dire
la concentration théorique initiale dans l'eau apportée. Cw et Cs représentent respectivement les
concentrations dans l'eau et dans le sédiment mesurées à un instant t. Les indices i, 0, f et m, repré-
sentent respectivement les concentrations en cadmium mesurées dans un compartiment initialement
(au moment de l'introduction de l'eau sur le sédiment), à J0 (lors de l'introduction des organismes),
ﬁnale (lors de l'arrêt de l'essai à Jf) et moyenne durant la période d'exposition. Par exemple, Cw0 est
la concentration mesurée dans l'eau à J0 et Csf est la concentration mesurée ﬁnale dans le sédiment.
Contamination via la colonne d'eau
Le cadmium a été apporté via la colonne d'eau. L'eau reconstituée a été contaminée avec des
solutions mères de chlorure de cadmium préalablement préparées avec de l'eau ultra pure et conser-
vées dans des bouteilles en plastique. Pour chaque essai en microcosme, de nouvelles solutions mères
ont été préparées.
Les scénarios de contamination étaient diﬀérents dans les deux expériences. Dans l'essai S nous
avons réalisé un apport ponctuel de cadmium en début d'expérience (J-7) alors que dans l'essai D,
le cadmium était apporté en continu aux systèmes à partir de J-6.
Lors de l'essai statique S, l'eau a été contaminée avant d'être introduite dans le récipient d'essai.
Lors de l'essai en microcosme avec un ﬂux d'eau D, l'eau initialement introduite était exempte de
cadmium. Par contre, l'eau servant au renouvellement mis en place à J-6 était contaminée.
Choix des concentrations
Cinq traitements ont été étudiés simultanément dans chaque expérience : 4 concentrations en
cadmium et des témoins, avec 4 réplicats par traitement. Les concentrations dans les essais en
microcosme ont été choisies en fonction de la littérature, des résultats des essais préliminaires de
répartition du cadmium entre les milieux abiotiques et des essais mono-spéciﬁques préalables. Les
concentrations nominales en cadmium dans l'eau étaient de 10, 20, 40 et 80 µg.l−1 pour l'essai S
et de 1.25, 2.5, 5 et 10 µg.l−1 pour l'essai D. Notons que dans l'expérience S, le cadmium n'a pas
été introduit dans l'un des microcosmes du traitement correspondant à la concentration nominale
en cadmium de 20 µg.l−1. Nous n'avions donc que 3 réplicats dans ce traitement et 5 microcosmes
témoins.
D'après une synthèse de l'USEPA [170], les concentrations en cadmium peuvent être de quelques
microgrammes par litre, dans les environnements naturels impactés par l'homme. Les intervalles de
concentrations testées comprennent donc des concentrations réalistes, c'est à dire qu'on pourrait les
retrouver dans l'environnement.
Durée de l'exposition
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La durée d'exposition des organismes au cadmium était de 21 jours pour l'ensemble des systèmes.
Dans les travaux préalables à cette thèse, la phase d'exposition était de 28 jours (section 2.2).
Néanmoins, comme le souligne Clément [53], bien que la survie des daphnies soit bonne jusqu'à 21
jours (71% en moyenne en excluant les essais où la survie est très problématique dès le début de
l'essai (< 40%)), elle devient moins satisfaisante en moyenne au delà de cette durée. Ceci a également
été observé dans les premières expériences réalisées au cours de cette thèse. De plus, la période de
21 jours est suﬃsante pour observer des eﬀets sur la reproduction des daphnies. Le choix a donc été
fait de restreindre la durée d'exposition à 21 jours pour nos essais.
3.1.3.2 Eau
Choix de l'eau
Le choix de l'eau pour les essais avec un ﬂux continu dépend de (1) sa composition et notamment
sa richesse en nutriments (favorisant plus ou moins le développement des organismes), (2) la stabilité
de cette composition, (3) la facilité de mise en oeuvre logistique (4) la possibilité de comparer les
diﬀérentes expériences et (5) la représentativité (tableau 3.3).
Table 3.3  Tableau de synthèse des critères de choix de l'eau pour les essais avec ﬂux continu,
réalisé d'après les résultats des essais préliminaires (EN : eau de nappe ; ER : eau du réseau ; EM :
eau reconstituée du microcosme ; + : le moins favorable et +++ : le plus favorable)
EN ER EM
richesse en nutriments + ++ +++
développement des producteurs I + ++ +++
stabilité composition de l'eau + ++ +++
comparaison avec essais statiques + + +++
facilité de mise en oeuvre (logistique) +++ ++ +
représentativité ++ ++ +
Trois eaux ont été envisagées pour réaliser les essais en microcosme avec renouvellement d'eau :
(1) l'eau de nappe (EN), directement prélevée quelques mètres sous le parking du laboratoire, puis ﬁl-
trée et oxygénée et (2) l'eau du réseau (ER) déchlorée et (3) l'eau reconstituée pour ces microcosmes,
notée EM.
Notre choix a tout d'abord été guidé par l'aspect pratique. Les premiers essais ont donc été
réalisés avec les eaux naturelles : l'eau de nappe (EN) et l'eau du réseau (ER). L'avantage est que
ces eaux sont disponibles en grande quantité et ne nécessitent pas de préparation en dehors de la
ﬁltration et de l'aération pour l'eau de nappe et de la déchloration pour l'eau du réseau. Cependant,
la composition de ces eaux naturelles est variable. La concentration des diﬀérents éléments présents
dans l'eau de nappe (EN) varie au cours du temps (notamment en fonction des saisons) (Winiarski,
com. pers.). De plus, dans les expériences avec renouvellement de l'eau réalisées avec l'eau du réseau
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(ER), la conductivité de l'eau en entrée varie au cours du temps. Or la conductivité de l'eau dans les
systèmes est liée à la conductivité de l'eau entrante et ceci, quel que soit le débit testé. Même si nous
pouvions réaliser une réserve d'eau unique par expérience, il y aurait possiblement de fortes variations
dans la composition de l'eau entrante d'une expérience à l'autre. Ceci pourrait entraîner une variation
du développement des organismes ainsi que des diﬀérences d'exposition aux contaminants.
Notre but étant d'augmenter la réplicabilité et la répétabilité de l'essai, il nous a semblé plus
approprié d'utiliser une eau de composition stable en entrée, donc de privilégier l'eau reconstituée
EM. De plus, la composition de l'eau microcosme est ajustable et il est par exemple possible d'adapter
la concentration en nutriments à la croissance algale désirée. Ensuite, l'emploi de la même eau facilite
la comparaison avec les expériences en condition statique. La préparation de volumes importants
de milieu reconstitué étant contraignante mais réalisable, nous avons donc choisi de travailler avec
l'eau microcosme.
Les expériences S et D ont donc été réalisées avec de l'eau reconstituée EM.
Composition de l'eau reconstituée EM
La composition de l'eau reconstituée EM est présentée dans le tableau 3.4.
Quelques modiﬁcations supplémentaires ont été apportées par rapport au milieu optimisé par
Triﬀault-Bouchet (section 2.2). Constatant un manque d'oligoéléments essentiels (notamment Se)
dans l'eau reconstituée utilisée pour les essais en microcosme, nous avons décidé de remplacer la
solution d'oligoéléments du milieu algues OCDE jusqu'ici utilisée par la solution d'oligoéléments
du milieu M4. Les milieux utilisés lors d'expériences réalisées sur un métal unique, ou une solution
contenant des métaux de composition connue, pourraient contenir de l'EDTA, puisque des logiciels
de calcul de spéciation nous permettent aujourd'hui de prendre en compte la présence de cet agent
chélatant. Cependant, dans un souci de standardisation du milieu, nous avons conservé le choix fait
par le CEAEQ de retirer l'EDTA de la solution mère d'oligoéléments.
Préparation de l'eau reconstituée
L'eau reconstituée est préparée à partir d'eau déminéralisée. Cette dernière est plus rapide à
produire que l'eau distillée et sa production nécessite un volume d'eau moins important. En outre,
elle est estimée suﬃsamment puriﬁée pour fabriquer l'eau reconstituée. Lors d'un essai préliminaire
(FFE2), nous n'avons pas mis en évidence de diﬀérence entre les essais réalisés avec l'eau distillée et
l'eau déminéralisée.
Les solutions mères du milieu microcosme sont préparées dans des ﬁoles jaugées avec de l'eau
ultra-pure et les composés sont pesés grâce à une balance de précision (Mettler). Ces solutions
sont conservées à 4°C, pendant 6 mois pour les solutions de macroéléments, 1 an pour la solution
d'oligoéléments et 3 mois pour la solution de vitamines.
L'eau reconstituée est préparée dans des bidons de 20 à 30 l, décontaminés avec une solution diluée
d'acide nitrique ou lavés à la javel si besoin, puis largement rincés avec l'eau servant à la préparation
du milieu microcosme. Les volumes de solutions mères sont prélevés à la pipette, l'éprouvette graduée
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Table 3.4  Composition de l'eau reconstituée EM
Solution Composants concentration
(mg.l−1)
Macroéléments Solution 1 OCDE NH4NO3 3.74
KH2PO4 0.424
Solution 2 OCDE MgSO4, 7 H2O 15.0
MgCl2, 6 H2O 24.0
CaCl2, 2 H2O 63.0
Solution 3 OCDE NaHCO3 125
Oligoéléments Solution Oligoéléments FeSO4, 7 H2O 0.996
milieu M4 H3BO3 2.86
MnCl2, 4 H2O 0.361
LiCl 0.306
RbCl 0.071
SrCl2, 6 H2O 0.152
NaBr 0.016
Na2MoO4, 2 H2O 0.063
CuCl2, 2 H2O 0.0165
ZnCl2 0.013
CoCl2, 6 H2O 0.01
KI 0.00325
Na2SeO3 0.00219
NH4VO3 0.000575
Solution Vitamines Thiamine (HCl) 0.00075
milieu M4 B12 0.001
Biotine 0.00075
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ou la balance, suivant le volume. Le volume d'eau est complété à la balance, puisque la densité de
l'eau reconstituée est proche de 1.
L'eau est ensuite aérée jusqu'à ce que le pH se stabilise et que l'eau soit saturée en oxygène.
Mise en place des microcosmes
2 l d'eau sont introduits dans les microcosmes sur le sédiment à l'aide d'un récipient sans fond
que l'on ferme par une compresse. Ce système permet de limiter la perturbation engendrée par le
ﬂux d'eau arrivant sur le sédiment et de limiter la remise en suspension de ce dernier. Ce système
s'est révélé plus eﬃcace et précis que l'utilisation d'une bouteille percée (système préalablement
utilisé au LEHNA).
Les microcosmes statiques sont recouverts d'un ﬁlm alimentaire aﬁn de limiter l'évaporation de
l'eau. Ce ﬁlm est néanmoins percé pour faciliter la circulation de l'air à la surface de l'eau.
En absence de renouvellement d'eau, la colonne d'eau des microcosmes est oxygénée en continu.
Des robinets permettent de répartir l'air apporté par une pompe (Pierron, modèle Rena 100) et ﬁltré
(Whatmann 0.2 µm) vers diﬀérents microcosmes. L'objectif est de maintenir, dans la colonne d'eau,
une concentration en oxygène dépassant les 80% de saturation aﬁn que notamment, l'ammoniaque,
nocif pour les organismes, soit converti en nitrates [53].
Apport et évacuation de l'eau dans les systèmes avec un ﬂux continu
Les photographies de la ﬁgure 3.2 présentent le montage expérimental mis en place. Après avoir
essayé de concevoir des récipients en verre, nous avons ﬁnalement opté pour des béchers en plastique
(PMP) que nous pouvions percer nous-mêmes, grâce à des emporte-pièces métalliques chauﬀés à
la ﬂamme. Les béchers, modelés pour permettre le renouvellement d'eau, en plastique étaient alors
moins fragiles que ceux en verre, qui se brisaient fréquemment. Leur utilisation était de plus appro-
priée pour tester la toxicité du cadmium, les métaux s'adsorbant plus sur le verre que le plastique.
Apport d'eau
L'eau était préparée et stockée dans des bouteilles de 20 à 30 l et apportée dans les systèmes
grâce à une pompe péristaltique de grande précision IPC (ISMATEC®), aﬁn de limiter la variabilité
du débit de renouvellement. Ce renouvellement est d'ailleurs contrôlé par pesée des bouteilles d'eau
d'entrée. Les arrêts intempestifs de la pompe générés par de micro-coupures de courant ont été
prévenus en branchant la pompe à une batterie.
Dans tout le montage (excepté pour l'étanchéité des bacs de rétention), les joints ont été réalisés
grâce à des bouts de tuyau de taille adaptée. Aucune fuite d'eau n'a été observée au niveau du
montage.
Des couvercles en plastique transparent ont été découpés et placés sur les béchers. Ils étaient
percés au centre aﬁn d'introduire l'eau et d'une dizaine de petits trous (1 mm) aﬁn de permettre à
l'air de circuler. Des essais préliminaires ont été réalisés avec un colorant aﬁn de choisir la méthode
d'apport d'eau dans le bécher la plus adaptée (ﬁgure 3.3). L'apport de l'eau au dessus du bécher
(1) n'a pas été retenu car l'eau d'entrée n'atteignait pas le fond du microcosme et la diﬀusion
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Figure 3.2  Photographies de l'essai avec renouvellement d'eau D
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Figure 3.3  Répartition schématique de l'eau apportée dans les béchers avec diﬀérentes méthodes
de l'eau aurait été perturbée en présence des lentilles d'eau. L'introduction par un tuyau dans la
colonne d'eau des microcosmes (2) n'était pas satisfaisante car l'écoulement se faisait dans une
direction préférentielle. La ﬁxation d'un ﬁltre (300 µm) à la sortie du tuyau entraîne une diﬀusion
en plaques vers le bas. Nous avons donc pensé à percer latéralement le tuyau d'entrée, mais l'eau
sortait principalement par l'extrémité, ce qui revenait au cas (2). Il a donc été décidé d'utiliser un
cône de pipette de 10 ml bouché à la sortie et percé de 4 trous latéraux, permettant de répartir
uniformément l'eau d'entrée au 3/4 de la colonne d'eau en profondeur (3). Cette solution était la
plus satisfaisante. Percer 4 trous supplémentaires 5 cm plus haut n'apportait rien de plus.
Evacuation de l'eau
Un coude de 1 cm de diamètre, auquel un ﬁltre de 300 µm était ﬁxé aﬁn d'empêcher l'entraînement
des organismes autres que les algues, permettait d'évacuer continuellement et sans perturbation l'eau,
les colloïdes et particules en suspension au fur et à mesure. Les ﬁltres étaient parfois légèrement
frottés en cas de mauvais écoulement de l'eau (surtout en présence d'eau naturelle). Cependant, les
algues ne colmataient pas l'évacuation comme nous l'avions craint. Les béchers étaient placés dans
des bacs de rétention qui pourraient également servir de bain thermostaté. Les sorties des béchers
étaient reliées à un tuyau central qui permettait d'évacuer l'eau du bac de rétention par un perçage
étanche (ﬁgure 3.2).
Débit de renouvellement
Ce choix dépend principalement de (1) la stabilisation des paramètres physicochimiques désirée,
(2) la dynamique algale, (3) les contraintes logistiques (approvisionnement en eau).
Kottelat conseille de renouveler entièrement la colonne d'eau chaque jour aﬁn de stabiliser les
conditions physico-chimiques [101]. Pour des raisons de faisabilité technique (fabrication des stocks
d'eau d'entrée), nous nous sommes limités à 1 l.j−1. Ce débit permet de maintenir la concentration
algale environ constante. Un essai préalable de comparaison de débits avait été réalisé avec de l'eau
du réseau. Des simulations et une expérience de validation permettraient de trouver le débit optimal
avec l'eau reconstituée EM.
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Table 3.6  Paramètres physico-chimiques mesurés dans la colonne d'eau des microcosmes (f.sem−1 :
nombre de fois par semaine)
Paramètre Unité Appareil Fréquence
Température °C électrochimie
numérique
2 f.sem−1
pH - électrochimie
numérique
2 f.sem−1
Oxygène dissous % électrochimie
numérique
2 f.sem−1
Conductivité µS.cm−1 électrochimie
numérique
2 f.sem−1
Carbone organique dissous mg.l−1 C COT-mètre 1 f.sem−1
[NH3], [NO−2 ] et [PO
3-
4 ] mg.l
−1 spectrophotomètre 1 à 3 f.sem−1
[Cl-], [NO-3], [SO
2-
4 ], [Na
+],
[K+], [Mg2+], [Ca2+]
mg.l−1 chromatographie
ionique
1 f.sem−1
[Cd2+] µg.l−1 spectromètre
d'absorption atomique
1 à 2 f.sem−1
Suivi physico-chimique de la colonne d'eau
Nous avons suivi 16 paramètres physico-chimiques dans la colonne d'eau des microcosmes (ta-
bleau 3.6). Les paramètres ont été mesurés dans chaque système individuellement aﬁn de pouvoir
estimer la variabilité de tous les paramètres. Ceci constitue une originalité de ce travail par rapport
aux autres essais LAMs réalisés. Seuls les ions mesurés par des techniciens par chromatographie
ionique ou spectrométrie d'absorption atomique, n'ont pu toujours être mesurés à la fréquence sou-
haitée. Les mesures et prélèvement ﬁnaux ont été réalisés à J20.
Suivi de la température, du pH, de l'oxygène dissous et de la conductivité
La température, le pH, l'oxygène dissous et la conductivité ont été mesurés grâce à un appa-
reil portable d'électrochimie numérique (Hach, modèle HQ 30D Flexi) et des électrodes numériques
(Hach, INTELLICAL). L'oxygène dissous a été mesuré grâce à un capteur LDO (Luminescent Dis-
solved Oxygen) qui facilite la mesure et donne des résultats précis quelle que soit la concentration
en oxygène (pas d'étalonnage, pas de remplacement d'électrolyte, pas d'interférence par dépôt ou
d'attaque par H2S,...). Cette méthode est recommandée par l'USEPA. Les quatre paramètres étaient
mesurés directement dans les microcosmes lors de l'essai statique, aﬁn de limiter les prélèvements.
Dans l'essai avec un ﬂux continu d'eau, des prélèvements d'eau (30 ml) ont pu être réalisés à mi-
hauteur aﬁn de limiter la perturbation des systèmes.
Dosage d'ions (hors cadmium)
Pour le dosage des ions (hors cadmium), des échantillons d'eau ont été prélevés au centre de la
colonne d'eau de chaque microcosme, ﬁltrés et conservés à 4°C.
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L'ammoniaque (NH3), et dans une moindre mesure les nitrites (NO
−
2 ), peuvent s'avérer toxiques
pour les invertébrés. Il est donc important de suivre l'évolution de ces ions en solution, particulière-
ment celle de NH3. Les ions nitrates NO
−
3 et orthophosphates PO
3−
4 sont nécessaires à la photosyn-
thèse des producteurs primaires. L'orthophosphate PO3−4 est souvent l'élément limitant la croissance
algale, il est donc intéressant de connaître sa dynamique. L'ammoniaque (NH3), les nitrates (NO
−
3 ),
les nitrites (NO−2 ) et l'orthophosphate (PO
3−
4 ) ont donc été dosés par la méthode Hach (spectro-
photomètre Hach, modèle DR2000) dans un délai maximal de 3 jours après prélèvement.
Les teneurs en ions chlorure (Cl−), sulfate (SO2−4 ), sodium (Na
+), potassium (K+), magnésium
(Mg2+), calcium (Ca2+) ont également été analysées par chromatographie ionique (Dionex, modèle
DX-100), d'après un protocole d'analyse basé sur la norme NF T 90-042 [2] pour les anions et la
norme NF T 90-048 [3] pour les cations (voir la thèse de Triﬀault-Bouchet [160] pour plus de détails).
La dureté d'une eau est une grandeur liée à la somme des concentrations en cations métalliques,
à l'exception de ceux des métaux alcalins (Na+, K+). En première approximation, elle correspond
à la concentration en ions calcium et magnésium. Elle peut être exprimée, par exemple, en degré
hydrotimétrique français (°TH) ou en équivalent de concentration de CaCO3. Nous avons retenu
cette dernière solution et calculé la dureté D à partir des concentrations en ions Ca2+ et Mg2+ issues
des dosages au Dionex selon l'équation 3.1 :
D = MCaCO3(
[Mg2+]
MMg
+
[Ca2+]
MCa
) = 100.086(
[Mg2+]
24.305
+
[Ca2+]
40.078
) (3.1)
avec MX , la masse molaire de X. D est exprimé en mgCaCO3 .l
−1.
Dosage du cadmium
Des échantillons d'eau ont été prélevés une à deux fois par semaine pour suivre l'évolution de
la répartition du cadmium entre les compartiments. Cependant, tous les échantillons n'ont pu être
analysés.
A cause de la variété des formes de cadmium et du manque d'information concernant leur toxicité
relative, il n'existe pas de mesure analytique idéale pour exprimer les seuils de toxicité du cadmium
pour la vie aquatique [170]. L'USEPA a exprimé ses critères en fonction du cadmium soluble dans
l'acide en 1985, mais recommande en 2001 d'utiliser de la concentration en cadmium dissous (métal
en solution après ﬁltration à 0.45 µm) [170]. Nous avons réalisé des mesures sur des échantillons
ﬁltrés, mais nous avons généralement choisi de mesurer la concentration en cadmium total dans
l'eau aﬁn d'inclure notamment les fractions adsorbées sur les algues et bactéries, assimilables par les
invertébrés.
Aﬁn de doser la concentration en cadmium dans l'eau, des échantillons (10 ml) étaient prélevés
à l'aide d'une micropipette et de cônes de 5 ou 10 ml à mi-hauteur de la colonne d'eau. Certains
échantillons ont été ﬁltrés à 0.45 µm. L'eau prélevée était conservée dans des récipients en plastique,
acidiﬁée (acide nitrique, 0.2%) et conservée à 4°C, à l'obscurité, avant d'être analysée.
La teneur en cadmium a été déterminée par spectrométrie d'absorption atomique (HITACHI,
modèle Z - 8200, four graphite, température d'atomisation 1500°C).
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3.1.3.3 Sédiment
Choix du sédiment
Nous avons choisi de travailler avec un sédiment artiﬁciel car sa composition est plus reproductible
que pour les sédiments naturels. Cependant, il est moins représentatif que les sédiments naturels, issus
de phénomènes biogéochimiques complexes. En eﬀet, la composition physicochimique du sédiment
artiﬁciel est bien maîtrisée et ajustable. De plus ces sédiments sont dépourvus de contaminants et
d'organismes endogènes. Seul le développement de microorganismes reste peu contrôlé.
Composition du sédiment
Le sédiment est composé de 88.35 g de sable de Fontainebleau, 10 g de sédiment naturel, prélevé
dans le lac d'Aiguebelette, séché et tamisé, 1.5 g d'α-cellulose et de 0.15 g de TétraMin®.
Le kaolin et le CaCO3 ont été remplacés par le sédiment naturel, prélevé dans le lac d'Aigue-
belette, aﬁn de palier aux problèmes de remise en suspension de l'argile au cours de l'expérience,
et principalement lors de l'émergence des chironomes. En eﬀet, des essais préliminaires ont montré
qu'une réduction de la concentration en kaolin jusqu'à 3% de la masse sèche du sédiment ne diminue
pas la bioturbation et qu'il est peu réaliste et préjudiciable pour le développement des chironomes
de retirer le kaolin en totalité sans le remplacer.
Aﬁn d'augmenter la quantité de nourriture disponible pour les consommateurs primaires, nous
avons essayé de tripler la concentration initiale en TétraMin® dans le sédiment, lors d'expériences
préliminaires (FFS1 et FFE1). Néanmoins, dans les systèmes contenant 0.45 g de TétraMin® dans
le sédiment, les concentrations en NH3 dans la colonne d'eau au moment de l'introduction des
organismes (J0) étaient en moyenne de 6.1 mg.l−1 (CV = 3.2%) dans l'expérience FFS1 et 6.6 mg.l−1
(CV = 6%) dans l'expérience FFE1, tous traitements confondus. En revanche, dans l'expérience
FFS1, la teneur en NH3 dans l'eau des systèmes ne contenant que 0.15 g de TétraMin® était en
moyenne de 2.3 mg.l−1 (CV = 8.5%). Or comme nous l'avons vu, l'ammoniaque est toxique pour les
organismes du microcosme. Nous avons maintenu l'apport de 0.15 g de TétraMin® dans le sédiment
artiﬁciel.
Maturation du sédiment
Nous avons laissé le sédiment maturer 7 jours dans l'obscurité, avant d'introduire les organismes,
aﬁn de permettre le développement de populations de micro-organismes et la stabilisation de plu-
sieurs paramètres physico-chimiques et microbiologiques.
Dosage du cadmium
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Aﬁn de connaître la quantité de cadmium adsorbée sur les sédiments en ﬁn d'expérience, des
échantillons ont été prélevés à J22 et séchés à l'étuve (60°C). Dans l'expérience S, le sédiment a été
prélevé sans distinction de profondeur. Dans l'expérience D, le sédiment a été collecté en surface
(0 - 0.5 cm) et en profondeur (0.5 - 1 cm). Pour certains prélèvements, 100 mg de sédiments ont
ensuite été minéralisés grâce à un four à micro onde CEM/Xpress (180°C, 30 min) avec 2 ml d'acide
nitrique et 6 ml d'acide chlorhydrique ultra-purs. Les échantillons minéralisés sont ﬁltrés et dilués
dans 25 ml d'eau ultra pure. La teneur en cadmium a été déterminée par spectrométrie d'absorption
atomique (HITACHI, modèle Z - 8200, four graphite, température d'atomisation 1500°C), comme
pour les échantillons d'eau. La concentration en cadmium dans le sédiment est exprimée en µg.g−1de
masse sèche de sédiment.
3.1.4 Organismes
3.1.4.1 Conditions de culture et d'élevage
Dans un souci de maîtrise et d'éventuelle standardisation, les organismes utilisés pour les essais
sont issus d'élevages en laboratoire, où les conditions sont contrôlées. L'identiﬁcation taxonomique
de la souche de P. subcapitata est certiﬁée par l'UTCC (University of Toronto Culture Collection of
algae and cyanobacteria).
Conditions environnementales
Les organismes sont cultivés ou élevés au LEHNA, dans une salle réservée à cet eﬀet. La tem-
pérature de la salle est maintenue entre 20°C et 25°C. La photopériode est de 16 h de jour pour
l'ensemble des organismes. Les algues et les lentilles d'eau sont cultivées sous un éclairage de 3000
à 4000 lux et les invertébrés sous un éclairage de 500 à 1000 lux.
Milieux abiotiques
Eau
Les algues et lentilles d'eau sont cultivées dans des milieux artiﬁciels reconstitués à partir de
solutions mères contenant les éléments nécessaires à leur développement. Ces solutions mères sont
conservées 1 an à 4°C. Les milieux de cultures sont répartis dans des erlenmeyers en verre fermés
par du coton cardé, stérilisés à l'autoclave (120°C, 20 min, 2 bars) et conservés à 4°C jusqu'à 3 mois.
Les invertébrés sont élevés dans de l'eau de nappe ﬁltrée et aérée jusqu'à saturation en oxygène.
L'eau est oxygénée en continu dans les élevages de hyalelles et de chironomes.
Sédiment
Seuls les chironomes sont élevés dans des aquariums contenant une phase sédimentaire. En eﬀet,
le sédiment gênerait la récupération des daphnies et hyalelles néonates. Le sédiment artiﬁciel des
élevages de chironomes est reconstitué à partir de sable ﬁn (sable de fontainebleau) et de TétraMin®,
puis recouvert d'eau. On laisse des microorganismes se développer dans l'aquarium durant une
semaine avant introduire les premières larves qui vont coloniser le sédiment.
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Entretien
Pseudokirchneriella subcapitata
Le repiquage des algues est réalisé une fois par semaine, en conditions stériles, sous hotte aspi-
rante. 1 ml d'inoculum d'une culture précédente est introduit dans 100 ml de milieu stérile contenu
dans un erlenmeyer de 250 ml. Les erlenmeyers sont placés sur une plaque agitatrice (100 rpm en-
viron). Des cultures d'algues servant à nourrir les daphnies d'élevage sont préparées en parallèle en
conditions non stériles.
Lemna minor
Les lentilles d'eau sont repiquées toutes les semaines dans 150 ml de milieu de culture stérile. Une
dizaine de frondes sont introduites à l'aide d'une oese en conditions stériles (sous hotte aspirante)
dans chaque erlenmeyer.
Daphnia magna
Les daphnies sont maintenues en permanence en élevage en laboratoire. L'eau est renouvelée 3
fois par semaine à 50% lors du retrait des jeunes néonates par tamisage. Les daphnies mères sont
préalablement récupérées à la pipette aﬁn de limiter le stress occasionné par l'intervention. Chaque
semaine, 3 nouveaux récipients sont remplis de jeunes daphnies aﬁn de constituer de nouveaux
élevages. Les plus vieilles daphnies sont supprimées. Les daphnies sont nourries régulièrement grâce
à la culture de P. subcapitata réalisée à cet eﬀet, aﬁn qu'il y ait toujours de la nourriture en quantité
suﬃsante.
Hyalella azteca
Les hyalelles sont élevées dans des aquariums de 10 à 20 l. Des grilles servent de support aux
organismes, privés de sédiment aﬁn de pouvoir retirer les petits. Les hyalelles sont nourries avec du
TétraMin® et la même solution de P. subcapitata que les daphnies. Chaque semaine, 75% de l'eau
est renouvelée, les aquariums sont nettoyés et les petits sont retirés par tamisage (tamis de 1 mm
pour retenir les adultes et 0.2 mm pour les néonates). Tous les trimestres, un nouvel élevage est
initié avec 300 néonates.
Chironomus riparius
Les chironomes sont élevés dans des aquariums de 10 à 20 l contenant de l'eau et du sédiment.
75% de l'eau est renouvelée 2 fois par semaine et les déchets sont retirés. Par la même occasion, les
insectes émergents et les masses qu'ils ont pondues sont retirés de l'aquarium. Seules une à deux
masses sont laissées dans l'aquarium aﬁn qu'il y ait toujours de jeunes larves de chironomes et
que l'émergence des chironomes se fasse en continu. Les organismes sont nourris avec une quantité
suﬃsante de TétraMin®. S'il n'y a plus d'émergences dans un aquarium, une partie des larves est
retirée du sédiment, et si la situation se maintient, le sédiment et l'eau sont changés.
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Table 3.7  Conditions d'introduction des organismes dans les essais S et D à J0
Ps Lm Dm Ha Cr
Nombre ou densité
d'organismes introduits
2.104
cel.ml−1
2 colonies
de 3
frondes
10 10 10
Age initial des organismes
ou de la culture (j)
5 7 1 7 à 14 2
Durée d'acclimatation (j) - 1 < 1 2 2
3.1.4.2 Densité et introduction des organismes dans les microcosmes
Au jour J0 de chaque expérience, les organismes sont introduits dans les microcosmes. Le tableau
3.7 présente les conditions générales d'introduction qui sont détaillées dans la suite de cette section.
Pseudokirchneriella subcapitata
Lors de la préparation d'un essai, 5 ml d'inoculum d'une culture algale en phase exponentielle
de croissance sont introduits dans 300 ml de milieu, dans un erlenmeyer de 500 ml. Ce repiquage est
réalisé 5 jours avant le début de l'essai aﬁn que la culture soit en phase exponentielle de croissance
au début de l'expérimentation. Les erlenmeyers sont placés sur la même plaque agitatrice que pour
le repiquage des solutions mères. Avant l'introduction dans les essais, les algues sont centrifugées
(2000 rpm, 10 min, 20°C). Le milieu de culture est retiré puis le culot est resuspendu dans le milieu
d'essai. L'opération est répétée une deuxième fois aﬁn de bien laver les algues, et notamment, d'ôter
l'EDTA présent dans le milieu de culture. La densité algale dans la solution est ensuite évaluée grâce
au compteur de particules Beckman Coulter®, et la quantité d'algues désirée est introduite dans les
microcosmes à l'aide d'une micropipette. La concentration algale initiale dans les microcosmes était
de 20 000 cel.ml−1. Dans l'essai avec renouvellement d'eau D, un deuxième apport de 4.107 cellules
algales a été nécessaire durant la phase de latence précédent la croissance algale à J2, aﬁn que les
algues ne soient pas toutes emportées avec l'eau sortante.
Lemna minor
La croissance des lentilles d'eau est limitée lorsque la densité devient trop importante [61]. Nous
avons donc utilisé des cultures de lentilles d'eau en phase exponentielle de croissance (culture de 7
j). Deux colonies de trois frondes sont introduites par bécher, après 1 jour d'acclimatation dans l'eau
d'essai.
Daphnia magna
Dix daphnies de moins de 24 heures sont introduites dans chaque microcosme. Elles sont prélevées
dans les élevages dont les mères sont âgées d'au moins 2 semaines, aﬁn de ne pas réaliser l'essai sur la
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première génération de daphnies ﬁlles. Elles sont transférées dans du milieu microcosme contenant
des algues pendant quelques heures avant leur introduction dans les microcosmes.
Hyalella azteca
Dix hyalelles, âgées de 7 à 9 jours sont introduites dans chaque système. Elles ont été préa-
lablement acclimatées pendant 2 jours dans du milieu microcosme avec des algues et un peu de
TétraMin®.
Chironomus riparius
Dix larves de chironomes, écloses depuis 48 h, et acclimatées depuis l'éclosion dans du milieu
microcosme avec un peu de sable et de TétraMin®, sont introduites dans chaque microcosme.
3.1.4.3 Paramètres mesurés : suivis et analyses
Aﬁn d'évaluer l'eﬀet du traitement sur les systèmes, des paramètres biologiques ont été mesurés
au cours du temps. Pour identiﬁer les paramètres utiles, il est nécessaire de prendre en compte la
variabilité, mais aussi la sensibilité des descripteurs [40]. Le tableau 3.8 rassemble les principaux
paramètres biologiques mesurés durant les expériences (tous les paramètres n'ont pas été mesurés
dans toutes les expériences) et précise les fréquences de mesure.
En ﬁn d'expérience, les paramètres concernant les organismes ont été mesurés dans l'ordre suivant
entre J20 et J22 : algues, daphnies, lentilles d'eau, hyalelles et chironomes. Les mesures sur les
daphnies étaient plus longues dans l'expérience D du fait de la plus grande survie des cladocères.
Pour rappel, les mesures physico-chimiques sur l'eau ont été eﬀectuées à J20 et les prélèvements
d'échantillons d'eau et de sédiment ont été eﬀectués à J20 et J22 respectivement.
En ﬁn d'expérience, les organismes sont conservés à -18°C et peuvent être analysés pour des
investigations ultérieures (masse sèche, longueur, bioaccumulation du cadmium).
Pseudokirchneriella subcapitata
Une des diﬃcultés rencontrées lors de l'essai en microcosme est le suivi des algues. En eﬀet, la
dynamique des algues dans les systèmes est complexe. Les algues se développent dans la colonne
d'eau et à la surface du sédiment, sont ingérées par les consommateurs primaires et sédimentent.
Contrairement aux autres organismes, les algues sont microscopiques, ce qui ne permet pas un
dénombrement à l'oeil nu.
Aﬁn de suivre l'eﬀet d'un contaminant sur les algues, on peut par exemple envisager de les
dénombrer directement avec un microscope ou avec des appareils automatisés comme un compteur
de particules ou un cytomètre en ﬂux, ou de suivre la densité algale en mesurant la teneur en
chlorophylle, en dosant des protéines ou des activités enzymatiques, en réalisant un marquage au
carbone 14 ou en mesurant la teneur en oxygène dissous dans le milieu.
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Table 3.8  Principaux paramètres biologiques pouvant être mesurés dans les essais en microcosme
et fréquence de mesure (ﬁn : mesure ﬁnale ; f.sem−1 : nombre de fois par semaine)
Organisme Paramètre Unités Fréquence
Algues croissance Densité part.ml−1 1 à 7 f.sem−1
Lentilles d'eau croissance Nombre de frondes - 2 f.sem−1
Nombre de frondes petites - 2 f.sem−1
Nombre de frondes moyennes - 2 f.sem−1
Longueur des 10 plus grandes racines cm ﬁn
Longueur maximum racines cm 1 f.sem−1
Masse fraîche totale mg ﬁn
Masse sèche totale mg ﬁn
Surface couverte par les frondes cm2 ﬁn
santé Nombre de frondes décholorées - 2 f.sem−1
Daphnies survie Nombre de mères - 2 f.sem−1
croissance Taille des mères mm 1 f.sem−1
Masse fraîche des mères par réplicat mg ﬁn
reproduction Jour premières ﬁlles -
Nombre de ﬁlles - 2 f.sem−1
Hyalelles survie Nombre de hyalelles - ﬁn
Masse fraîche des hyalelles regroupées mg ﬁn
Chironomes survie et Nombre d'émergents mâles - >3 f.sem−1
émergence Nombre d'émergents femelles - >3 f.sem−1
Nombre de larves - ﬁn
Nombre de nymphes - ﬁn
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Dans nos systèmes, la teneur en oxygène dissous ne peut nous informer précisément sur la densité
algale puisque nous aérons les systèmes statiques et que la respiration des autres organismes modiﬁe
également ce paramètre. La teneur en oxygène dans la colonne d'eau est néanmoins un indice, le
pic d'O2 coïncide généralement avec le pic de croissance algale. De plus, la densité algale dans l'eau
est généralement trop faible pour permettre un dénombrement au microscope grâce à une cellule
de Thoma. Il est possible de faire sédimenter les algues d'un échantillon d'eau sur une lame avant
d'eﬀectuer un dénombrement au microscope. Cependant, cette méthode requiert des prélèvements
d'eau trop importants en regard de la faible dimension de nos microcosmes (cette technique pourrait
néanmoins être explorée dans des essais avec renouvellement). Nous n'avions pas de cytomètre en
ﬂux à notre disposition ou de possibilité de marquer nos algues.
Clément et ses collaborateurs mesuraient les teneurs en chlorophylle a après avoir ﬁltré toute la
colonne d'eau lors de sacriﬁces réalisés chaque semaine [53]. Mais la variabilité de cette mesure est
très élevée : dans la synthèse réalisée par Triﬀault-Bouchet [160], les coeﬃcients de variations pour
les témoins sont compris entre 37% et 97%. De plus, nous avons fait le choix de ne plus réaliser de
sacriﬁces. Nous avons donc dosé la chlorophylle a contenue dans des échantillons de 10 ml d'eau,
lors d'essais préliminaires. Cependant l'extraction dans de si petits échantillons ne donne pas de
résultats assez précis.
Dénombrement au compteur de particules
Principe
Nous avons donc décidé d'utiliser un compteur de particules pour suivre l'évolution de la densité
algale dans nos systèmes (Beckman Coulter®, modèle Coulter Counter Z1). Le compteur de par-
ticules est un appareil constitué d'une électrode et d'un tube à oriﬁce de petite taille. Nous avons
travaillé avec un tube avec une ouverture de 70 µm qui permet d'avoir un seuil minimal (2% de
la taille de l'oriﬁce du tube) plus bas que le tube standard de 100 µm. La solution est aspirée par
l'oriﬁce, et le passage de particules entraîne une déformation du signal électrique. Cette déformation
est proportionnelle à la taille de la particule. Le résultat est donné en volume ou diamètre de la
sphère qui donnerait une déformation équivalente.
Les essais préliminaires montrent que la mesure du nombre de particules en suspension nous
donne une bonne estimation de la dynamique de la population algale, même en présence de sédiment.
Manipulation
1 ml d'eau est prélevé dans les microcosmes à quelques centimètres de la surface auquel on
ajoute 19 ml de solution isotonique. Les cuvettes servant à la mesure sont rincées 3 fois avec de l'eau
déminéralisée et réutilisées (il a été vériﬁé que ce lavage n'avait pas de conséquences sur la mesure).
Détermination du seuil de mesure
Avec le modèle Coulter Counter Z1, nous pouvons seulement connaître le nombre total de par-
ticules au dessus d'un seuil donné et nous n'avons pas d'éléments sur la répartition en taille des
particules. Nous avons donc réalisé des dénombrements préliminaires en faisant varier le seuil, aﬁn
de déterminer le seuil à utiliser pour nos dénombrements d'algues. Si le seuil est trop bas, alors, il
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y a un bruit de fond important, s'il est trop haut, alors, on mesure une faible partie des algues. Il
s'agissait donc de trouver le meilleur compromis possible. Ce calage a été réalisé avec des suspensions
algales pures et avec des prélèvements réalisés dans les microcosmes. Nous avons retenu le seuil de
3.2 µm pour les expériences réalisées avec sédiment, donc pour les essais S et D. Dans l'expérience
D, les mesures ont également été réalisées au seuil de 2.6 µm, retenu pour les expériences statiques
réalisées sans sédiment.
Lemna minor
Depuis la publication des premiers essais de phytotoxicité réalisés sur les Lemna minor en 1933,
de nombreuses méthodes d'essai ont été développées. Les principaux paramètres mesurés pour évaluer
la croissance des lentilles d'eau sont : le dénombrement des frondes, le poids sec, la surface des frondes,
la longueur des racines et le contenu en chlorophylle [22]. Dans les essais S et D, nous avons mesuré
tous ces paramètres, excepté la teneur en chlorophylle a.
Dénombrement des frondes
Les frondes des lentilles d'eau sont dénombrées 2 fois par semaine, sans manipulation, à la surface
de l'eau. Nous avons distingué 3 tailles de frondes dans le dénombrement : les frondes émergentes
(petites), les frondes moyennes, et les frondes ayant pratiquement atteint leur taille maximale. Les
frondes décolorées ont également été dénombrées (ﬁgure 3.4).
Longueur des racines des lentilles d'eau
Plusieurs méthodes existent dans la littérature pour mesurer la croissance des racines. Larson
et al. [108] estiment la longueur moyenne des racines par fronde alors que Bishop et Perry [22]
mesurent les 10 plus longues racines de lentilles d'eau à 0.5 cm près. Nous avons adopté cette
dernière technique.
Surface couverte par les lentilles d'eau
Pour estimer la surface des frondes, les lentilles d'eau sont récupérées en ﬁn d'expérience à l'aide
d'une oese et placées dans des petits pots remplis de 100 ml d'eau. Elles sont ensuite photographiées
en plaçant l'objectif bien au dessus du pot. Les images sont traitées sous Gimp (colors - components -
decompose - RGB - dans la fenêtre des ﬁltres, sélectionner le bleu et sauver avec la qualité maximale).
Le rapport entre la surface couverte par les lentilles d'eau sur la surface de l'eau est alors calculé
grâce à l'outil creaContours de CreaTools (CREATIS). La surface réelle couverte par les lentilles
peut alors être déduite de la surface réelle de l'eau.
Masse sèche des lentilles
A la ﬁn de l'essai, les lentilles sont rincées plusieurs fois aﬁn de retirer le bioﬁlm éventuellement
développé à la surface des racines. Elles sont ensuite égouttées sur du papier absorbant et pesées
avec une balance de précision (Mettler, modèle AE 240) pour déterminer la masse fraîche.
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Figure 3.4  Lemna minor. Observation et dénombrement des frondes de lentilles d'eau
Daphnia magna
La survie, la croissance et la reproduction des daphnies sont suivies au cours de l'essai.
Survie
Les daphnies mères (génération introduite à J0 : G0) sont dénombrées directement dans la
colonne d'eau ou prélevées à l'aide d'une micro-pipette dont le bout du cône a été coupé à la taille
appropriée aﬁn de ne pas blesser la daphnie lors du prélèvement.
Croissance
Aﬁn d'évaluer la biomasse ﬁnale de daphnies mère par microcosme, les daphnies ont été pesées
sur une balance de précision (Mettler). La masse fraîche des daphnies provenant d'un réplicat était
évaluée juste après récupération des organismes. Cependant, étant donné les balances dont nous
disposons, la faible masse des organismes, et la présence d'eau résiduelle à la surface des organismes,
la pesée n'est pas une mesure très précise. De plus, elle ne permet pas de mettre en évidence les
écarts de croissance intra-microcosme. Les mesures de taille ont donc été privilégiées pour suivre la
croissance des organismes.
Les daphnies ont été mesurées individuellement, avec une loupe binoculaire munie d'une échelle
graduée dans l'oculaire selon la ﬁgure 3.5. Ces mesures ont été réalisées sur les daphnies vivantes
car il était possible de les laisser dans une petite goutte d'eau. La longueur des daphnies a été suivie
au cours de l'essai à J7, J14 et J20 dans l'essai S et J7, J16 et J21 dans l'essai D, ce qui permet de
suivre la croissance des cladocères.
Reproduction
La reproduction des daphnies mères est mesurée en dénombrant l'ensemble des daphnies ﬁlle de
génération G1. Les daphnies ﬁlles sont retirées du système régulièrement.
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Figure 3.5  Daphnia magna. La mesure de la longueur est eﬀectuée entre les points A et B
La manière de récupérer les jeunes daphnies a été modiﬁée par rapport aux travaux précédents,
dans lesquels 80 à 90% de la colonne d'eau du microcosme était siphonée dans un récipient en verre,
après le retrait des mères et des lentilles d'eau. Les daphnies néonates étaient alors dénombrées et
retirée. L'eau était ensuite réintroduite dans le microcosme.
Ce procédé générait plusieurs problèmes. Les daphnies et les lentilles d'eau étaient fréquemment
manipulées, mais surtout le milieu était fortement perturbé. Le retrait et la réintroduction de l'eau
entraînaient des modiﬁcations dans la colonne d'eau et suite à la remise en suspension variable
d'une partie du sédiment. Cela pouvait modiﬁer de façon importante la répartition des polluants
entre les compartiments abiotiques au cours de l'expérience. L'utilisation d'un tuyau et d'un récipient
commun pour récupérer l'eau favorisait également la contamination (chimique, biologique) entre les
systèmes, même à l'intérieur d'un traitement, dans le cas où un tuyau par traitement était utilisé et
les récipients rincés entre deux traitements.
Il a donc été décidé de récupérer directement les daphnies ﬁlles dans les systèmes, au fur et
à mesure, à l'aide d'une pipette. Une lampe, située derrière le microcosme, permet de mieux les
distinguer. Une légère rotation est donnée au bécher aﬁn de faire remonter les jeunes daphnies qui
seraient encore dissimulées à proximité du sédiment. Elles sont dénombrées lors de leur aspiration
avec la pipette. L'eau prélevée (200 ml au maximum) est versée sur un tamis retenant les jeunes
daphnies (300 µm), puis réintroduite délicatement dans le microcosme.
Cette méthode a été testée lors d'expériences préliminaires réalisées au CEAEQ. Ce procédé
semble nettement moins perturber les microcosmes. Cependant, aucune expérience spéciﬁque n'a été
réalisée pour comparer l'impact des deux modes de récupération des daphnies. En terme d'eﬃcacité,
cette manipulation s'avère beaucoup moins couteuse en temps que le siphonnage lorsque le nombre
de néonates est faible. Le temps de récupération des daphnies est du même ordre de grandeur avec
les deux méthodes pour les reproductions maximales observées. Cette technique peut donc être
utilisée, sans augmenter la durée totale de l'essai, pour récupérer les daphnies quotidiennement, ce
qui entraîne un suivi plus ﬁn de la reproduction et une meilleure répartition du temps de travail. En
eﬀet, la récupération des jeunes daphnies est la manipulation la plus chronophage en cours d'essai.
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Hyalella azteca
La survie ou la croissance des hyalelles ne peut être suivie au cours du temps sans sacriﬁer des
microcosmes, étant donné que ces organismes sont souvent enfouis dans le sédiment. Nous n'avons
donc réalisé que des dénombrements et mesures en ﬁn d'essai.
Survie
Les amphipodes sont récupérés et dénombrés à la ﬁn de l'expérience à l'aide d'une pipette après
que presque toute l'eau du microcosme ait été retirée. Si on incline le bécher, les hyalelles se trouvant
dans la partie du sédiment à l'air remontent à la surface et se dirigent vers l'eau restante. Il est
alors possible de les récupérer facilement.
Croissance
Tout comme pour les daphnies, la biomasse totale fraiche de hyalelles par microcosme a été pesée
en ﬁn d'essai lors de certaines expériences.
Chironomus riparius
Survie et émergence
L'émergence des chironomes est suivie tout au long de l'expérience. La survie ne peut être évaluée
qu'en ﬁn d'expérience. Les chironomes sont dénombrés au fur et à mesure de leur émergence ou dans
le sédiment lors du sacriﬁce ﬁnal. Le sexe des émergents est déterminé (ﬁgure 2.5). Les émergents
sont retirés par aspiration ou à l'aide d'une pince. Les larves et les nymphes restantes en ﬁn d'essai
sont récupérées et dénombrées en cherchant délicatement dans le sédiment à l'aide d'une spatule.
3.2 Traitement de données
Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes associés à Elise Billoir, Carole Forfait, Sandrine
Charles et Marie Laure Delignette-Muller du Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive (LBBE)
de l'Université de Lyon pour analyser les données collectées au cours des expériences. Tous les
graphiques et les analyses statistiques ont été réalisés grâce au logiciel R en dehors de la modélisation
avec le cadre de modélisation dynamique et la dynamique des systèmes.
3.2.1 Logiciel R
3.2.1.1 Présentation
R est présenté comme un projet, un langage de programmation, un progiciel de fonctions statis-
tiques, logiciel de traitement statistique et graphique de données et un environnement d'analyse de
données. En tant que projet, R fait partie du projet de développement de logiciels libres GNU 1, un
projet international visant à partager des logiciels librement, sans restriction de licence [142].
1. www.gnu.org
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3.2.1.2 Avantages et limite de R
Le logiciel R a de nombreux avantages. C'est un logiciel libre, gratuit, disponible sur Win-
dows, Mac et Linux, ce qui permet le partage, le développement et l'enrichissement par tous. Une
vaste littérature est accessible. Ce logiciel est puissant car on peut charger des bibliothèques (pa-
ckage) lorsque cela est nécessaire et chacun peut développer ses propres calculs. Les packages sont
des ensembles de programmes externes qui complètent R. Ils sont disponibles sur le réseau CRAN
(http ://cran.r-project.org/). R est dénué d'interface ce qui permet à l'utilisateur de se concentrer sur
la programmation des calculs eﬀectués. L'utilisateur a donc la pleine maîtrise de ses données et des
procédures statistiques qu'il veut utiliser. La seule limite est qu'il nécessite un peu d'investissement
initial pour l'utiliser. Mais une large littérature en libre accès facilite cet apprentissage.
3.2.2 Préparation des données
Une attention particulière a été portée à la manière d'organiser les données collectée lors des
expériences aﬁn d'en faciliter l'exploitation. Il est généralement recommandé de regrouper toutes les
données dans un unique tableau [133]. Le format le plus pratique est de mettre le nom des variables
en entête de chaque colonne et les données dans les lignes au dessous (ﬁgure 3.6).
Les données de chaque expérience ont été saisies dans un unique ﬁchier excel. Chaque ﬁchier com-
porte au moins 5 onglets : manipulation, données, mesure des organismes, tableaux et graphiques
croisés dynamiques, commentaires. Le premier onglet contient les informations spéciﬁques à l'expé-
rience nécessaires à l'exploitation des données (nom de l'expérience, objectifs, protocoles, conditions
expérimentales, dates,...). Le second onglet comporte l'ensemble des données expérimentales mesu-
rées et éventuellement des données calculées à partir des données mesurées. On pourrait envisager
d'ajouter un onglet avec les données mesurées uniquement. La mesure de la taille des organismes est
séparée du tableau général de données car c'est la seule mesure faite pour chaque organisme dans
chaque microcosme. La valeur moyenne de la longueur des organismes par microcosme est reportée
dans le tableau général de données. Le quatrième onglet comporte les résultats de tableaux croisés
dynamiques et des observations, commentaires et analyses sont inscrites dans le cinquième onglet.
Le tableau de données peut être importé dans R après avoir été enregistré dans un ﬁchier texte
(fonction read.table).
3.2.3 Représentations graphiques
Etant donné le nombre de réplicats (3 à 5), nous avons choisi de représenter les points expérimen-
taux. Cette représentation donne plus d'information que les moyennes (±écart-type). Les données
des diﬀérents traitements ont été légèrement décalées selon l'axe des abscisses (temps) aﬁn d'amé-
liorer la lisibilité des graphiques. Bien que la réalisation de chaque mesure ne s'étale pas sur plus de
12h, ce décalage graphique peut atteindre 1 jour pour des questions de clarté.
Les traitements sont exprimés en fonction de la concentration en cadmium moyenne mesurée
dans l'eau durant la période d'exposition des organismes (Cwm).
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Figure 3.6  Extrait du tableau de données de l'essai S
59Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
Table 3.9  Distributions des diﬀérents types de données
Données type distribution généralement suivie
survie binaire binomiale
croissance continue normale ou log normale
reproduction ≈ continue poisson ou binomiale négative
Nous utilisons les codes suivants pour noter la signiﬁcativité des réponses sur les graphiques :
0 `***' 0.001 `**' 0.01 `*' 0.05 `.' 0.1 ` ' 1
3.2.4 Statistiques descriptives
Les principales statistiques descriptives utilisées sont la moyenne, l'écart-type et le coeﬃcient de
variation CV (%) calculé à partir de ces deux dernières valeurs, aﬁn d'exprimer la variabilité :
CV= 100× e´cart− type
moyenne
3.2.5 Analyses en composante principale
Aﬁn d'explorer les données, nous avons réalisé des analyses en composante principale. Nous avons
utilisé la fonction dudi.pca du package ade4.
3.2.6 Comparaison de traitements
Nous avons utilisé les statistiques inférentielles pour comparer diﬀérents traitements. L'intérêt
est d'eﬀectuer des inférences pour des populations entières à partir des mesures eﬀectuées à partir
d'échantillons. Après avoir donné quelques déﬁnitions, nous expliquerons comment nous avons choisi
les tests utilisés et comment nous les avons appliqués.
3.2.6.1 Déﬁnitions
Type de données
Lors des essais, plusieurs types de données sont collectés. Elles peuvent être binaires (la réponse
peut prendre 2 états, par exemple : mort ou vivant), discontinues ou continues [128]. Les données
de survie sont des données binaires, alors que celle de croissance sont continues. Les données de
reproduction sont considérées comme continues, bien que ce soit une approximation (tableau 3.9).
Distributions des données
Aﬁn de réaliser des tests statistiques, il faut connaître la distribution que suivent les données.
Le tableau 3.9 présente les distributions que suivent généralement les diﬀérents types de données
collectées dans nos essais.
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Test d'hypothèse
C'est une règle de décision permettant de déterminer laquelle parmi deux hypothèses concernant
la valeur d'un paramètre (p, µ, σ2, ...) est la plus plausible.
H0 est l'hypothèse nulle testée en général. H1 est la contre hypothèse. Ces deux hypothèses doivent
impérativement être mutuellement exclusives.
p est la probabilité que l'hypothèse testée soit vraie.
α est le risque de première espèce. C'est la probabilité de rejeter H0 sachant qu'elle est vraie :
P (rejeter H0 | H0vraie). Dans ce travail, comme généralement en biologie, α est ﬁxé à 0.05,
c'est à dire que l'on rejette l'hypothèse testée si p < 0.05 avec 5% de chance de se tromper. On
dira alors qu'il y a une diﬀérence statistiquement signiﬁcative entre les traitements comparés.
β est le risque de deuxième espèce. C'est la probabilité d'accepter H0 sachant qu'elle est fausse :
P (rejeter H1 | H1vraie), soit, dans notre domaine, la probabilité de considérer qu'il n'y a pas
d'eﬀet alors qu'il y en a un. Ce risque, bien qu'ayant des conséquences graves, est rarement
mentionné dans les études.
1− β est la puissance du test. C'est la probabilité qu'une hypothèse nulle fausse soit rejetée par le
test en faveur d'une vraie alternative [128]. On peut se servir de la puissance dans le design
expérimental (pour réduire au minimum le nombre d'animaux sur lesquels sont eﬀectués les
tests par exemple).
Avant de faire un test statistique, il faut bien poser la question à laquelle on veut répondre. Le but
n'est pas de choisir la méthode la plus puissante, mais la méthode la mieux adaptée aux données
[128]. Le choix du test d'hypothèse dépend du type et de la distribution des données.
Test paramétrique / non paramétrique
Un test paramétrique nécessite que la distribution des données soit normale et les variances ho-
mogènes. L'histogramme est une représentation graphique des données qui permet de visualiser la
distribution. Diﬀérents tests ont été développés pour évaluer la normalité (test de Shapiro-Wilk) et
l'homosédasticité (test de Bartlett ou Levene) des données ou des résidus d'un modèle, lorsque le
nombre de données par groupe est trop faible pour faire des tests sur la distribution a piori. Les
graphiques Normal Q-Q Plot permettent également d'évaluer la normalité (plus les points s'ap-
prochent d'une droite, plus la distribution s'approche d'une distribution normale). Il est également
important de représenter la répartition des résidus en fonction du traitement aﬁn de s'assurer qu'elle
est bien homogène.
Un test non paramétrique ne fait aucune hypothèse sur la distribution des données. Il permet
d'élargir le champ d'application des statistiques. Il est moins puissant qu'un test paramétrique,
lorsque celui peut s'appliquer.
Test de tendance
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Si l'eﬀet du traitement sur un paramètre est monotone, on peut utiliser un test de tendance
(Cochran-Armitage, Williams, Jonckheere-Terpstra). Dans le cas contraire, on utilise un test de
comparaison deux à deux (Dunnett's test, Fisher's exact test avec correction de Bonferroni-Holm).
Lorsque les données le permettent, il est conseillé d'appliquer des tests de tendance car ils sont
plus puissants [128]. Le guide de l'OECD propose un test formel de monotonicité (Batholomew's
test)[128].
Détermination de NOEC par des tests d'hypothèse
Les bioessais standards réalisés en écotoxicologie sur une espèce sont destinés à évaluer à partir
de quelle concentration (ou dose) une substance est toxique pour l'espèce considérée. Les écotoxi-
cologues essayent classiquement d'estimer pour un bioessai donné, à un temps donné, à partir de
quelle concentration on observe une diﬀérence pour chaque paramètre suivi. Des tests statistiques
permettent de prendre en compte la variabilité de la réponse au sein de chaque traitement et d'esti-
mer une NOEC (No Observed Eﬀect Concentration), concentration expérimentalement testée juste
sous la LOEC (Lowest Observed Eﬀect Concentration), plus faible concentration testée pour laquelle
un eﬀet signiﬁcatif est observé. Ces valeurs dépendent du test d'hypothèse choisi. La détectabilité
d'un eﬀet dépend alors de la qualité et la taille de l'expérience ainsi que de la procédure statistique
utilisée [128].
Concentration retenue pour l'évaluation des NOEC
Les valeurs standards comme les NOEC permettent de comparer nos données aux données de
la littérature étant donné que ces paramètres sont largement estimés en écotoxicologie [99]. Parfois
ces valeurs standards sont estimées en fonction de la concentration mesurée [137]. Cependant, dans
notre cas, la concentration évolue au cours du temps dans au moins un compartiment abiotique, du
fait de la présence de la phase sédimentaire. On peut donc exprimer ces valeurs en fonction de la
concentration (théorique ou mesurée) initialement introduite, ou présente dans une phase donnée à
un instant donné (par exemple à J0), ou en fonction d'une concentration mesurée moyenne sur une
plage de temps donnée. Nous distinguerons les NOEC, NOEC0 et NOECm respectivement calculées
en fonction de la concentration nominale, la concentration mesurée à J0 et la concentration moyenne
durant la durée d'exposition.
3.2.6.2 Comparaison de 2 traitements à un temps donné
Pour comparer deux traitements, nous avons utilisé un test de Fisher si les données sont binaires
et un test t de Student (paramétrique) ou un test U de Mann-Withney-Wilcoxon (non paramétrique)
si les données sont continues. Ces tests ont par exemple été utilisés pour évaluer la diﬀérence entre
les données témoins des essais S et D.
62Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
3.2.6.3 Comparaison de plus de 2 traitements à un temps donné
Le tableau 3.10 résume les tests utilisés pour comparer plus de 2 traitements, en fonction du
type de données.
Table 3.10  Synthèse des tests sélectionnés à partir du guide OECD pour déterminer comparer
plus de 2 traitements en fonction du type de données (d'après [128])
paramètre
biologique
type de données classique
(comparaison 2 à 2)
Test de tendance
survie binaire Fisher avec correction
de Bonferroni-Holm
Jonkheere
ou Cochran-Armitage
croissance
reproduction
continu normal and
homogène
anova + Dunnett anova + Williams
non normal et
homogène
Kruskal-Wallis +
Mann-Withney avec
correction de
Bonferroni-Holm
Kruskal-Wallis +
Jonckherre
Données binaires
Dans le cas de données binaires (survie), on utilise le test de Cochran-Armitage si l'eﬀet du
traitement sur le paramètre testé est monotone et le test de Fisher avec correction de Bonferroni-
Holm dans le cas contraire. La correction de Bonferroni consiste à comparer chaque p-value à αn s'il y
a n traitements. Lorsque k comparaisons sont réalisées, la correction de Bonferroni-Holm consiste à
ordonner les k p-value à comparer par ordre croissant : p1 6 p2 6 ... 6 pk. Puis, en commençant par
p1, on compare chaque pi à
α
k − i+ 1. Carole Forfait, du LBBE, a écrit les fonctions stepdownCochran
et FisherBH pour réaliser ces tests aﬁn d'évaluer l'impact du cadmium et de déterminer des NOEC.
Données continues
Dans le cas de données continues, on regarde tout d'abord si le traitement a une inﬂuence sur
le paramètre à étudier, à un temps donné. Si on met en évidence une diﬀérence signiﬁcative entre
les traitements, alors on peut réaliser des tests pour déterminer quel(s) traitement(s) diﬀère(nt) des
autres.
Tests paramétriques
Si les données suivent une distribution normale ou qu'on suppose que c'est le cas, on commence
par réaliser une analyse de variance (aov). On eﬀectue ensuite des tests a posteriori sur les résidus
aﬁn de vériﬁer leur normalité et leur homogénéité (shapiro.test, qqnorm, levene).
Aﬁn de déterminer quels traitements diﬀèrent des témoins, on utilise le test de Dunnett ou, si
les résultats sont monotones, le test de Williams (fonction SimTestDiﬀ du package SimComp).
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Tests non paramétriques
Si la distribution des résidus ou des données ne suit pas une loi normale, on réalise le test
non paramétrique de Kruskal-Wallis (kruskal.test) au lieu de l'anova. Dans le cas où une diﬀérence
signiﬁcative globale est mise en évidence, nous réalisons un test de Jonckheere, si la réponse est
monotone, ou un test de Dunn (Mann-Whitney-Wilcoxon avec correction de Bonferroni-Holm) dans
le cas contraire. Carole Forfait a développé les fonctions stepdownJonck etWILCOXBH pour réaliser
ces calculs.
3.2.6.4 Comparaison de courbes de survie
Lors des essais en microcosme, l'évolution au cours du temps de diﬀérents paramètres est suivie.
Il est alors intéressant de comparer les courbes d'évolution de ces paramètres. Ceci a par exemple
été réalisé avec des données de survie des daphnies.
Pour comparer ces courbes de survie, nous avons utilisé la librairie survival. Nous avons tracé les
courbes de Kaplan-Meïer (survﬁt) et utiliser le test du log-rank (survdiﬀ ) ou le test de Cox pour
comparer ces courbes. Cette comparaison n'a pu être eﬀectuée que pour les daphnies puisque nous
ne connaissons la survie des autres invertébrés qu'au temps ﬁnal.
3.2.7 Courbes dose-réponse
Une autre analyse classique des résultats de tests de toxicité consiste à estimer des concentrations
entraînant x% d'eﬀet (ECx) en modélisant des courbes dose-réponse. Généralement, une distinction
est faite lorsqu'il s'agit de données de survie, on parle alors de concentration létale (LCx). Les ECx
et LCx sont généralement estimées avec un intervalle de conﬁance à 95%.
Tout comme les NOEC, les ECx dépendent du temps auquel le paramètre biologique est mesuré.
Par contre, elles ne dépendent pas directement de la gamme de concentration testée. Les ECx
pourront également être calculées en fonction de la concentration nominale, la concentration initiale
ou la concentration moyenne dans l'eau.
Parmi les nombreux modèles existant pour simuler des courbes doses-réponses sigmoïdales, les
modèles logistiques et Weibull sont couramment utilisés [135].
Les modèles dose-réponse sont réalisés à partir du package drc [135]. La fonction drm permet
d'ajuster diﬀérents types de modèles aux données. Le type de données (binaires ou continues) doit
être spéciﬁé. Nous avons généralement utilisé le modèle logistique à 3 paramètres (équation 3.2). Le
paramètre e correspond à la EC50.
f(x, (b, d, e)) =
d
1 + exp [b(log(x)− log(e))] (3.2)
Il est nécessaire de vériﬁer ensuite la normalité des résidus (fonction shapiro.test, normal qqplot
des résidus) et l'homogénéité de leur distribution (test de Levene et représentation graphique). La
fonction plot permet de représenter le modèle et éventuellement les données.
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3.2.8 Ajustement d'un modèle à des données
La fonction nls du package nlstools a été utilisée aﬁn d'ajuster un modèle à des données. Elle
a par exemple permis de modéliser l'évolution de la concentration en cadmium dans l'eau par une
fonction exponentielle (section 4.1.1).
3.2.9 Cadre de modélisation dynamique
Nous avons utilisé le cadre de modélisation développé par nos collègues du LBBE pour analyser
les données collectées sur les daphnies dans les expériences S et D. Ce cadre de modélisation nous a
principalement permis d'apporter des éléments de réponse aux questions suivantes :
 Le renouvellement d'eau contribue-t-il à améliorer le développement des daphnies ?
 Le renouvellement d'eau a-t-il une inﬂuence sur la sensibilité des daphnies au cadmium?
Nous avons publié deux articles présentant le cadre de modélisation et son application aux données
collectées lors des expériences S et D (notées respectivement TV et CST dans les publications)
[20, 21]. Un schéma global du cadre de modélisation, ainsi que les diﬀérents paramètres, équations
et hypothèse sont détaillés dans la publication de Billoir et al. [20].
Ce cadre comporte 5 modules connectés : exposition, bioaccumulation, survie, croissance et
reproduction. La bioaccumulation dans les organismes est le seul paramètre qui n'a pas pu être
mesuré, il est considéré comme une variable latente dans le modèle. L'exposition était déﬁnie comme
la concentration totale en cadmium dans l'eau (dissoute et particulaire), ce qui permet de prendre en
compte l'eau et la nourriture comme voies d'exposition des daphnies au cadmium comme conseillé
par Barata et al. [13], Goulet et al. [80] et Geﬀard et al. [77].
Les mêmes modules ont été utilisés pour la bioaccumulation, la survie et la croissance pour l'essai
S et l'essai D. Par contre, le module de reproduction a été adapté aux conditions expérimentales et
les modèles d'exposition étaient diﬀérents pour les expériences S et D (section 4.1.1).
Pour les trois traits de vie étudiés (survie, croissance et reproduction), des fonctions seuils ont
été introduites dans les modèles aﬁn d'évaluer les eﬀets toxiques, comme cela est proposé dans
les modèles DEBtox [98]. Pour chaque paramètre biologique, nous avons fait l'hypothèse que les
eﬀets toxiques apparaissent lorsque la concentration dans l'organisme excède une concentration seuil
appelée NEC (No Eﬀect Concentration). Nous avons supposé que les eﬀets étaient proportionnels
à la diﬀérence entre la concentration interne et la NEC∗, avec un coeﬃcient d'intensité noté k∗
(* = S pour la survie, G pour la croissance et R pour la reproduction). Pour respecter le principe
de parcimonie, nous avons fait l'hypothèse que les paramètres NEC et k étaient communs pour la
croissance et la reproduction. Ils sont alors notés NECGR et kGR.
Nous avons également supposé que la nourriture, principalement les algues P. subcapitata, était
suﬃsante pour assurer le bon développement des daphnies.
3.2.10 Dynamique des systèmes
Aﬁn d'améliorer notre compréhension du fonctionnement du système, nous avons construit
une première ébauche de modèle de son fonctionnement écologique. Ce modèle était avant tout
considéré comme un outil d'aide à la réﬂexion [129]. Avec Cécile Velluet [172], nous avons commencé
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à développer un modèle aﬁn de simuler la dynamique de la population algale dans la colonne d'eau
des microcosmes. Nous avons travaillé avec le logiciel Vensim PLE (Personal Learning Edition).
Etant donné la complexité du système et donc la multiplicité des interactions à étudier, il n'était pas
possible, au cours de ce travail, de modéliser de manière précise l'ensemble des interactions ayant
lieu au sein du système. De plus, les études mécanistiques très ﬁnes sont souvent réductrices car elles
isolent des éléments du système. L'assemblage de telles études est donc délicat car le système n'est
pas égal à la somme de ses parties. Nous avons donc adopté un point de vue plus global qu'analytique
et étudié le microcosme, en tant que système complexe, avec l'approche systémique.
Selon l'AFSCET (Association Française des Sciences des Systèmes Cybernétiques, Cognitifs et
Techniques) et la revue internationale de systémique (1994), la systémique est une discipline qui
regroupe les démarches théoriques, pratiques et méthodologiques, relatives à l'étude de ce qui est
reconnu comme trop complexe pour pouvoir être abordé de façon réductionniste, et qui pose des
problèmes de frontières, de relations internes et externes, de structure, de lois ou de propriétés
émergentes caractérisant le système comme tel, ou des problèmes de mode d'observation, de repré-
sentation, de modélisation ou de simulation d'une totalité complexe [59].
Pour mettre en oeuvre l'approche systémique, nous avons utilisé une méthodologie appelée dyna-
mique des systèmes, issue des travaux réalisés par Forrester au Massachusets Institute of Technology
dans les années 1950. La dynamique des systèmes est une méthode de modélisation de l'évolution
de systèmes complexes, basée sur les concepts fondamentaux de l'approche systémique [33]. Trois
principaux types de variables sont considérées [75, 33] :
 les variables d'état ou de niveau, ensemble de variables dont l'évolution est importante pour
l'étude du système, qui varient en fonction des ﬂux et représentent l'état du système à chaque
instant (rectangle),
 les variables de ﬂux, fonctions du temps qui déterminent les variations des variables d'état mais
ne sont pas mesurables en soi, si ce n'est par les eﬀets qu'elles produisent dans les niveaux
avec lesquelles elles sont en relation (ﬂèche),
 et les variables auxiliaires, font partie du ﬂux, mais se distinguent des variables précédentes
dans la mesure où elles ont une interprétation réelle par elles-mêmes ou simplement parce
qu'elles rendent plus facile la compréhension des équations de ﬂux (cercle ou rien).
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Chapitre 4
Résultats et discussions
4.1 Paramètres abiotiques de la colonne d'eau
4.1.1 Cadmium
4.1.1.1 Concentration en cadmium dans la colonne d'eau
Evolution
Essai statique
Dans l'expérience S, la concentration en cadmium dans l'eau diminue au cours de l'expérience
(ﬁgure 4.1). La concentration moyenne en cadmium mesurée dans l'eau en ﬁn d'expérience Cwf (J20)
correspond en moyenne à 16% de la concentration au moment de l'introduction des organismes Cw0
(J0) et à 5% de la concentration initiale Cwi (J-7) (tableau 4.1). Les concentrations moyennes
mesurées dans l'eau sur toute la période d'exposition Cwm (J0 - J20) sont 1.5, 2.5, 5.0 et 11.3 µg.l
−1.
Nous nous réfèrerons à ces concentrations moyennes dans la suite des résultats.
L'évolution de la concentration en cadmium dans l'eau peut être modélisée par une fonction
exponentielle selon le modèle (4.1) :
Cn = e−bt (4.1)
avec Cn la concentration normalisée.
Le paramètre b est estimé à 0.167 dans l'expérience S.
Notons que dans les autres essais en microcosme aquatique de laboratoire statiques LAMs réa-
lisées avec du cadmium au cours de la thèse, la concentration normalisée en cadmium dans l'eau
décroit de la même manière (ﬁgure 4.2). Le paramètre b du modèle (4.1) a été estimé à 0.177 à
partir de l'ensemble des données collectées dans les essais LAMs contaminés, réalisés avec et sans
organismes au LEHNA et au CEAEQ (ERCd1, ERCd2, ECd1, ECd4 = S) (ﬁgure 4.3).
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Figure 4.1  Evolution de la concentration en cadmium mesurée dans la colonne d'eau des micro-
cosmes au cours des essais sans (S) et avec (D) renouvellement d'eau en fonction du traitement :
concentration moyenne en cadmium dans le microcosme durant la période d'exposition (points ex-
périmentaux ; échelles diﬀérentes pour plus de lisibilité ; légende : concentration dans l'eau moyenne
mesurée sur la période d'exposition (J0 - J20) en µg.l−1 ; pour (D) : mesure dans un seul réplicat
par traitement à J7, J10, J13 et J17)
Table 4.1  Concentrations en cadmium dans l'eau (µg.l−1) dans les essais en microcosme contami-
nés réalisés en condition statique (S) et dynamique (D) (C : concentration nominale, Cwi : concentra-
tion dans l'eau initiale mesurée (J-7), Cw0 : concentration dans l'eau mesurée lors de l'introduction
des organismes (J0), Cwf : concentration dans l'eau ﬁnale mesurée (J20), Cwm : concentration dans
l'eau moyenne mesurée sur toute la période d'exposition (J0 - J20), m : moyenne (µg.l−1), CV :
coeﬃcient de variation (%))
(µg.l−1) C Cwi Cw0 Cwf Cwm
Exp. m CV m CV m CV m CV
S 10 10.2 8 3.0 12 0.6 68 1.5 68
20 20.3 10 5.8 4 1.1 56 2.5 81
40 35.1 12 10.8 23 1.2 34 5.0 78
80 72.5 9 22.1 10 3.1 28 11.3 65
D 1.25 0 - 0.7 7 0.3 20 0.5 31
2.5 0 - 1.5 7 0.8 24 1.1 28
5 0 - 3.8 7 1.3 10 2.2 41
10 0 - 7.9 10 5.5 22 5.8 30
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Figure 4.2  Evolution de la concentration relative moyenne en cadmium dans l'eau normalisée
(concentration Cw à l'instant t sur la concentration Cwi initialement introduite) tous traitements
confondus (sauf concentration nominale de 0.1 µg.l−1 de l'expérience ERCd1) pour 4 expériences
(ERCd1, ERCd2, ECd1, ECd4 = S) réalisées au LEHNA en France (Fr) et au CEAEQ au Québec
(Qc) avec et sans organismes (O et SO) (n : nombre de microcosmes ; C : concentrations nominales
allant de 1 à 100 µg.l−1) (boxplot)
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Figure 4.3  Evolution de la concentration normalisée en cadmium dans l'eau (Cw/Cwi) dans les
essais en microcosme avec phase sédimentaire et sans renouvellement d'eau (ERCd1, ERCd2, ECd1
et ECd4). Points expérimentaux et modèle exponentiel à un paramètre (b =0.177)
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Essai dynamique
L'évolution de la concentration en cadmium dans l'eau dans l'expérience D est diﬀérente de
celle présentée précédemment, sans renouvellement d'eau. De J-6 à J0, la concentration en cadmium
augmente puis elle diminue environ de moitié jusqu'à la ﬁn de l'expérience (ﬁgure 4.1). Ceci peut
être expliqué par la dynamique du renouvellement de l'eau et le mode d'apport du cadmium. Nous
rappelons que contrairement à l'expérience S, l'eau initialement introduite dans le microcosme n'était
pas contaminée (chapitre 3). De J-6 à J21, l'eau du microcosme a été continuellement renouvelée
avec de l'eau reconstituée contaminée à une concentration constante en cadmium.
Entre J-6 et J0, la concentration dans la colonne d'eau augmente jusqu'à une valeur légèrement
inférieure à la concentration en cadmium dans les solutions d'eau en entrée. Ceci est dû au fait qu'une
partie du cadmium est adsorbé sur le sédiment. Kottelat [101] a d'ailleurs utilisé cette diﬀérence de
concentration en cadmium entre l'eau d'entrée et la colonne d'eau (supposée égale à l'eau de sortie)
pour calculer le ﬂux de déposition du cadmium sur le sédiment. Dans ses conditions expérimentales,
le ﬂux de déposition du cadmium sur le sédiment est estimé à 58 ± 6 µg.l−1.j−1.
Après J0, la concentration en cadmium dans l'eau diminue mais beaucoup moins rapidement
que dans l'expérience statique avec apport initial unique de cadmium. La concentration moyenne
en cadmium mesurée dans l'eau à la ﬁn de l'expérience D, Cwf (J20), correspond en moyenne à
52% de la concentration au moment de l'introduction des organismes Cw0 (J0) (tableau 4.1). Les
concentrations moyennes mesurées dans l'eau sur toute la période d'exposition Cwm (J0 - J20) sont
0.5, 1.1, 2.2 et 5.8 µg.l−1. Nous nous réfèrerons à ces concentrations moyennes dans la suite des
résultats.
Dans ses essais en microcosmes contaminés avec du cadmium, Kottelat [101] arrivait à maintenir
une concentration constante dans la colonne d'eau, mais son taux de renouvellement était deux
fois plus important que le notre. En eﬀet, ce dernier était moins contraint par le volume d'eau
utilisé puisqu'il réalisait ses expériences à partir d'eau naturelle. Le débit de renouvellement d'eau
que nous avons choisi dans nos expériences, principalement pour des raisons logistiques, ne permet
pas tout à fait de maintenir une concentration constante en cadmium dans le milieu. Nous avions
pourtant fait cette approximation dans notre publication [21] car nous ne disposions pas à ce moment
là de tous les résultats et les premiers résultats montraient une concentration presque constante
du cadmium dans l'eau. La légère diminution de la concentration en cadmium dans l'eau après
J0 pourrait être expliquée par le développement des micro-organismes, en partie apportés par les
organismes d'élevages à J0. Ce développement est favorisé par l'éclairement (mis en place à J0)
et l'augmentation de la température qu'il entraîne. Le cadmium peut en eﬀet s'adsorber sur les
diﬀérents organismes ce qui pourrait expliquer la diminution du cadmium dans l'eau à partir de J0.
Réplicabilité
La réplicabilité de la concentration en cadmium dans l'eau diminue au cours du temps (tableau
4.1). Cette concentration en cadmium est liée à l'évolution globale du système, qui est elle-même
variable. En eﬀet, à un instant t, la spéciation du cadmium ainsi que sa partition entre l'eau et
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les solides dépend de l'état du système. Une fraction du cadmium est alors sorbée sur les solides.
Cette sorption dépend d'un grand nombre de facteurs physico-chimiques. On peut supposer que
l'accentuation de l'écart entre les réplicats au cours du temps est due à un eﬀet cumulatif de la
variabilité pour ce paramètre. Ceci pourrait être expliqué par le fait qu'une fraction de cadmium
sorbé sur des solides à un instant t ne peut être entièrement remobilisée à l'instant t + n. Cette
hypothèse est réaliste puisqu'il est souvent observé que le temps nécessaire pour atteindre l'équilibre
d'adsorption est plus court que celui de la désorption et que la réversibilité de l'adsorption est
incomplète [16].
L'augmentation de la variabilité au cours de l'essai est moins marquée dans l'expérience D, étant
donné que du cadmium est continuellement introduit lors du renouvellement d'eau, ce qui atténue
en partie le phénomène précédemment décrit.
Dans l'essai S, la diminution de la réplicabilité en ﬁn d'essai est d'autant plus marquée que
la concentration en cadmium dans l'eau est faible. Ceci pourrait être expliqué par la plus forte
variabilité de plusieurs paramètres pouvant inﬂuencer la sorption, dans les traitements contenant de
faibles concentrations en cadmium.
4.1.1.2 Concentration en cadmium dans le sédiment
La partition du cadmium dans les microcosmes n'étant pas le principal objet de notre étude,
nous n'avons pas concentré nos eﬀorts sur le dosage du cadmium dans le sédiment, étant donné que
la concentration du métal dans le sédiment peut être estimée à partir de celle dans l'eau. Néanmoins,
quelques échantillons de sédiment ont pu être dosés, dans les expériences S et D, ce qui nous permet
de comparer nos estimations aux concentrations réellement mesurées et donc d'eﬀectuer des bilans
de masse.
Pour l'estimation de concentrations en cadmium dans le sédiment entre 0.1 et 4 µg.g−1, la
moyenne des coeﬃcients de variation sur 3 minéralisations pour un même sédiment est de 27% (CV
= 89%, n = 8).
Essai statique
En l'absence de renouvellement d'eau, la concentration en cadmium dans la phase sédimentaire
peut être estimée par bilan de masse.
Théorie
Si l'on posems(t),mw(t),mp(t) etmb(t) les masses de cadmium dans le sédiment, l'eau, prélevées
(cumulées) et bioaccumulées à l'instant t, l'équation de conservation de la matière est la suivante :
∀t ms(t) +mw(t) +mp(t) +mb(t) = mCd = cte (4.2)
On suppose que la masse de cadmium accumulée dans les organismes est négligeable.
On appelle ti et tf les temps initial et ﬁnal.
On pose :
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x(tk) = xk (4.3)
Soit Cs(t) et Cw(t), les concentrations en cadmium dans le sédiment (µg.g−1) et dans l'eau du
microcosme (µg.l−1) à l'instant t. La concentration dans la colonne d'eau est supposée homogène.
M(t) et V (t) sont la masse de sédiment (g) et le volume d'eau (l) à l'instant t. vp(t) est le volume (l)
prélevé à l'instant t. On suppose que la concentration en cadmium dans le sédiment est initialement
nulle, la concentration en cadmium totale initiale est donc égale à la concentration en cadmium dans
l'eau. On a alors :
CwiVi = CsfMf + CwfVf +
n∑
k=1
vpkCwk (4.4)
On suppose la masse de sédiment constante :
Ms(t) = Ms = cte (4.5)
On pose également :
Cwk = αkCwi (4.6)
On a alors :
Csf =
Cwi
M
[
Vi − αfVf −
n∑
k=1
vpkαk
]
(4.7)
Csf =
Cwi
M
[
Vi(1− αf )−
n∑
k=1
vpk(αk − αf )
]
(4.8)
En première approximation, on peut faire l'hypothèse que la fraction de cadmium restant dans
l'eau à la ﬁn de l'expérience αf et les volumes d'eau prélevés vpksont négligeables, alors l'équation
devient :
Csfapprox =
CwiVi
M
(4.9)
Application à l'expérience S Les coeﬃcients de l'équation 4.8 pour l'expérience S sont
regroupés dans le tableau 4.2. Aux jours -7, 0, 7 et 14, αk est calculé à partir de la moyenne des
mesures eﬀectuées.
Pour les jours - 6, 3 et 7, cette valeur a été estimée à partir des courbes d'évolution de la
concentration en cadmium dans l'eau. αk pourrait également être calculé à partir d'un modèle.
A la ﬁn de l'expérience, la concentration en cadmium dans l'eau n'est pas tout à fait négligeable
puisqu'il reste environ 5 % de la concentration initiale. Au total, 8.4% de la masse initiale de cadmium
sont retirés par les prélèvements d'eau au cours de l'expérience (J-7 à J14). On ne peut donc pas
faire l'hypothèse que la quantité totale de cadmium dans le système est constante.
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Table 4.2  Coeﬃcients pour le calcul de la répartition du cadmium dans les microcosmes de
l'expérience S
k tk vpk αk vpk(αk−αf )
1 - 7 0.010 1 0.0095
2 - 6 0.014 0.9 0.0119
3 0 0.090 0.3 0.0225
4 3 0.040 0.2 0.006
5 7 0.100 0.15 0.01
6 10 0.040 0.12 0.0028
7 14 0.100 0.08 0.003
8 21 0.120 0.05
Dans l'expérience S, on a :
n = 7 ; f = n+1 ; Vi = 2 ; M = 100 ; αf = 0.05
n∑
k=1
vpk(αk − αf ) = 0.0657
Csf = 0.018343 · Cwi
Le tableau 4.3 présente les résultats des concentrations en cadmium dans le sédiment mesurées et
calculées à la ﬁn de l'expérience S. La concentration en cadmium moyenne mesurée dans le sédiment
(Csf−mes) est inférieure à la concentration calculée à partir de la concentration en cadmium dans l'eau
(Csf−cal), sauf pour la plus faible concentration (C = 10 µg.l
−1). Les résultats des calculs sont bien
compris dans l'intervalle
[
Csf−mes − 2σ;Csf−mes + 2σ
]
. Les résultats des dosages de cadmium dans
le sédiment sont cohérents avec les résultats théoriquement attendus à partir du dosage de cadmium
dans l'eau. Les concentrations calculées avec l'équation simpliﬁée (4.9) sont légèrement supérieures
aux concentrations théoriques exactes mais reste dans l'intervalle
[
Csf−mes − 2σ;Csf−mes + 2σ
]
sauf
pour la plus forte concentration. Le calcul simpliﬁé est une bonne approximation étant donné la
précision des mesures.
Nous avons supposé la masse de sédiment constante. En réalité, un bioﬁlm se développe, des
algues mortes se déposent et les organismes benthiques excrètent des déchets. Néanmoins, on peut
supposer ces masses négligeables devant la masse initiale de sédiment.
Répartition du cadmium dans le sédiment dans l'essai dynamique
Dans l'expérience D, deux couches de sédiments ont été prélevées : 0-5 mm et 5-10 mm. Peu de
dosages ont pu être eﬀectués mais les quelques résultats montrent que le sédiment est principalement
accumulé en surface (tableau 4.4). Ceci est en accord avec les résultats de Kottelat [101], qui montre
que dans ses expériences, le cadmium se dépose à la surface du sédiment ou dans les 5 premiers mil-
limètres. Cependant, dans nos microcosmes, on retrouve également du cadmium dans le sédiment
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Table 4.3  Comparaison des concentrations en cadmium dans le sédiment calculées (cal) et mesu-
rées (mes) au temps ﬁnal dans l'expérience sans renouvellement d'eau S en fonction de la concen-
tration nominale C et de la concentration initiale Cwi en cadmium dans l'eau (écartype σ entre
parenthèses)
C Cwi−mes Csf−mes Csfapprox−cal Csf−cal
(µg.l−1) (µg.l−1) (µg.g−1) (µg.g−1) (µg.g−1)
10 10.2 0.34 (0.17) 0.20 0.19
20 20.3 0.29 (0.08) 0.41 0.37
40 35.1 0.63 (0.32) 0.70 0.64
80 72.5 1.00 (0.15) 1.45 1.33
Table 4.4  Concentrations en cadmium dans la couche supérieure (0-5 mm) Csf−sup et dans la
couche inférieure (5-10 mm) Csf−inf des sédiments au temps ﬁnal (J21) de l'expérience D en fonction
de la concentration moyenne en cadmium dans l'eau sur la période d'exposition Cwm (concentra-
tions moyennes en µg.g−1 de sédiment sec ± écart type, lorsque plusieurs réplicats ont été dosés, 1
minéralisation pour chaque réplicat)
Cwm (µg.l
−1) Csf−sup (µg.g
−1) Csf−inf (µg.g
−1)
0.5 0.25 ± 0.14 0.11 ± 0.06
1.1 0.76 0.28
2.3 0.73 0.35
5.8 3.75 ± 0.79 0.28 ± 0.05
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inférieur. Ceci peut être dû à l'activité de bioturbation des organismes benthiques, dont les micro-
cosmes de Kottelat [101] sont dépourvus. La concentration en cadmium dans la couche profonde
semble peu dépendre de la concentration en cadmium dans l'eau. Des dosages complémentaires sur
d'autres échantillons permettraient de préciser ces observations.
4.1.2 Eclairement
La ﬁgure 4.4 présente l'éclairement moyen à la surface de chaque microcosme entre J0 et l'instant
t. L'intensité lumineuse à la surface des béchers était plus élevée dans l'expérience avec renouvelle-
ment d'eau (m = 3600 lux ; CV = 4%) que dans celle sans renouvellement d'eau (m = 2200 lux ;
CV = 5%). Nous rappelons que les mesures ont été réalisées à la surface des couvercles des mi-
crocosmes et que l'éclairement sous le couvercle correspond à environ 500 lux de moins. Pour des
raisons logistiques, il a été nécessaire de changer d'installation expérimentale pour réaliser l'essai
D. Néanmoins, l'éclairement retenu pour l'expérience D permettait de maintenir une concentration
algale satisfaisante au cours de l'expérience. L'éclairement de l'expérience S correspondait au choix
retenu pour l'ensemble des essais LAMs. On pourrait envisager de réaliser ultérieurement 2 essais
témoins LAMs et LAMd avec le même éclairement.
Placement et rotation des béchers
Les microcosmes ont été placés de manière non aléatoire et une rotation logique a été mise
en place. Le choix du positionnement non aléatoire découle d'une volonté d'optimiser le temps
de réalisation des mesures. Les mesures ont été eﬀectuées en allant des microcosmes témoins aux
microcosmes les plus contaminés aﬁn de minimiser les risques de contamination supplémentaire au
cadmium au cours de l'expérience. Les outils de prélèvement et de mesure étant rincés entre chaque
système, ce risque de contamination était faible, ce choix a tout de même été retenu. Les mesures
pouvaient être réalisées de manière plus eﬃcace si le positionnement des béchers était logique.
Etant donné le nombre important de mesures réalisées chaque jour, ce facteur temps est loin d'être
négligeable. Cependant, si moins de paramètres sont mesurés, il pourrait être intéressant d'opter
pour un positionnement aléatoire.
Il a été décidé de réaliser une rotation logique des béchers durant l'expérience. Ce choix visait
à homogénéiser les conditions environnementales moyennes (température, éclairage) durant l'expé-
rience. Cependant, bien que l'éclairement et la température de chaque microcosme aient été suivis au
cours du temps, il est diﬃcile de prendre en compte l'inﬂuence des paramètres environnementaux sur
les processus bio-physico-chimiques ayant lieu à l'intérieur de chaque microcosme si ces paramètres
ne sont pas constants. Par exemple, la dynamique de développement des organismes peut varier
au cours de l'expérience et du déplacement des béchers. Il serait préférable à l'avenir d'utiliser un
positionnement ﬁxe aﬁn de pouvoir détecter l'inﬂuence éventuelle d'un facteur environnemental sur
les résultats et de simpliﬁer le suivi des processus à l'intérieur de chaque système.
4.1.3 Température
La température de la colonne d'eau des microcosmes est comprise entre 18.5°C et 22.8°C (m =
20.8°C) dans l'essai sans renouvellement d'eau et 18.7°C et 19.7°C (m = 19.2°C) dans l'expérience
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Figure 4.4  Evolution de l'éclairement moyen des microcosmes (au dessus du couvercle) au cours
des essais sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium
dans le microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux)
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Figure 4.5  Evolution de la température de la colonne d'eau des microcosmes au cours des essais
sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le
microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre
traitements représentées par des étoiles)
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avec renouvellement d'eau (ﬁgure 4.5).
L'augmentation de la température de la colonne d'eau des microcosmes de l'essai S à partir de J17
est due à l'augmentation de la température extérieure et au défaut de régulation de température de
la salle d'essai. L'expérience S a été réalisée au mois de juin. A la ﬁn du mois, les fortes températures
extérieures ont entrainé une augmentation de 6°C de la température de la salle d'essai. Les essais ont
donc été interrompus durant la période estivale. Le temps ne permettait pas de réaliser à nouveau
cet essai à l'automne. Il est donc nécessaire d'éviter de faire des essais dans la période estivale en
attendant que le processus de régulation de la température de la salle d'essai du LEHNA ait été
amélioré.
Dans l'essai D, les variations signiﬁcatives de température avec le traitement pourrait provenir du
positionnement des bouteilles stockant l'eau d'entrée, par rapport aux systèmes de refroidissement
et d'éclairement de la salle.
4.1.4 pH
4.1.4.1 Systèmes témoins
Evolution
L'évolution du pH dans la colonne d'eau des microcosmes est similaire au cours des essais S et
D (ﬁgure 4.6). Le pH est compris entre 7.5 et 8.8. Le pH moyen sur toute la durée de l'essai est de
8.1 pour les 2 expériences. On observe un pic autour de J7/J10.
Cette évolution du pH suit la dynamique de croissance algale dans les systèmes. En eﬀet, le pH
est lié à l'activité de photosynthèse des algues :
CO2 +H2O + lumie`re⇐⇒ CH2O +O2 + e´nergie (4.10)
HCO−3 +H
+ ⇐⇒ H2O + CO2 (4.11)
H+ +HO− ⇐⇒ H2O (4.12)
Selon le principe de Le Chatelier, la consommation de CO2 lors de la photosynthèse (équilibre
4.10) déplace l'équilibre 4.11 vers la droite, entraînant une diminution de la concentration en ions
hydrogènes (H+) dans le milieu, soit une augmentation de la concentration en ions hydroxyles (HO−)
(équilibre 4.12), donc une augmentation du pH de la solution.
On peut supposer qu'après J10, la croissance algale est limitée par le manque d'éléments nutritifs.
La concentration en CO2 dissous augmente alors à nouveau, car le dioxyde de carbone est moins
consommé par les algues, généré par la respiration des daphnies et apporté par le bullage dans
les systèmes statiques. L'équilibre 4.11 est donc déplacé vers la gauche, ce qui correspond à une
diminution du pH de l'eau.
Notons que l'amplitude de variation du pH dans l'eau est moins importante en présence d'une
phase sédimentaire. En eﬀet, dans les essais préliminaires réalisés en phase aqueuse uniquement,
le pH pouvait monter jusqu'à 9.8. Le sédiment a donc un pouvoir tampon. En eﬀet, le sédiment
77Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0090/these.pdf 
© [H. Delhaye], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés
ll
ll
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
−5 0 5 10 15 20
7.
6
7.
8
8.
0
8.
2
8.
4
8.
6
8.
8
sans renouvellement d'eau
Temps (j)
pH
l
0
1.5
2.5
5.0
11.3
*
.
**
l
l
l
l
l
l
l
ll
l
l
ll
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
l
−5 0 5 10 15 20
7.
6
7.
8
8.
0
8.
2
8.
4
8.
6
8.
8
avec renouvellement d'eau
Temps (j)
l
0
0.5
1.1
2.2
5.8
.
Figure 4.6  Evolution du pH dans la colonne d'eau des microcosmes au cours des essais sans et
avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme
durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre traitements
représentées par des étoiles)
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Figure 4.7  Evolution de l'oxygène dissous dans la colonne d'eau des microcosmes au cours des
essais sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans
le microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre
traitements représentées par des étoiles)
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artiﬁciel contient du carbonate de calcium CaCO3. Ce carbonate de calcium solide peut être dissous
en éléments minéraux (Ca2+, CO2−3 ). L'ion carbonate (CO
2−
3 ), l'ion hydrogénocarbonate (HCO
−
3 ),
l'acide carbonique (H2CO3) et le dioxyde de carbone (CO2) sont en équilibre (équation 4.13) :
CO2 +H2O ⇐⇒ H2CO3 ⇐⇒ H+ +HCO−3 ⇐⇒ 2H+, CO2−3 (4.13)
Dans les deux expériences, la moyenne des coeﬃcients de variation du pH pour chaque micro-
cosme témoin au cours du temps est de 3%. Le renouvellement d'eau n'inﬂuence donc pas la stabilité
du pH d'un microcosme.
Réplicabilité
Les coeﬃcients de variation du pH entre réplicats à chaque jour de mesure sont compris entre
0.3% et 3.5% (m = 1.2% ; ET = 0.8) pour l'essai sans renouvellement d'eau et entre 0.2% et 1.2% (m
= 0.6 ; ET = 0.3) pour l'essai avec renouvellement d'eau. Dans les deux expériences, le maximum
de variabilité entre réplicats est atteint à J10, à la ﬁn du pic de croissance des algues. La faible
variabilité du pH peut être expliquée par l'eﬀet tampon du sédiment et l'échelle logarithmique de
mesure [40]. Le renouvellement d'eau permet d'améliorer la réplicabilité pour ce paramètre.
4.1.4.2 Eﬀet du cadmium
On observe un eﬀet signiﬁcatif indirect du cadmium sur le pH dans l'essai S à J0 (anova, p =
0.014) et J14 (anova, p = 0.0033). A J0, le test de Dunnett ne permet d'identiﬁer aucun traitement
qui diﬀèrerait du témoin de manière signiﬁcative (p = 0.09 pour Cm = 1.5 µg.l−1 de Cd). A J14 par
contre, la moyenne du pH dans les microcosmes du traitement 2.5 µg.l−1 de Cd diﬀère signiﬁcati-
vement de la moyenne des témoins (Dunnett, p = 0.027). Cette diﬀérence est probablement due au
fait que la concentration algale moyenne est plus importante dans ce traitement (1.6 105 part.ml−1)
que dans les microcosmes témoins (0.94 105 part.ml−1).
Dans l'essai D, on ne met pas en évidence d'eﬀet signiﬁcatif du traitement sur le pH (anova, p
< 0.055).
4.1.5 Oxygène dissous
4.1.5.1 Systèmes témoins
Evolution
La teneur en oxygène dissous dans la colonne d'eau des microcosmes est comprise entre 78% et
115% de saturation dans l'ensemble des témoins des essais S et D (ﬁgure 4.7). Comme pour le pH,
on observe un pic autour de J7, puis la concentration diminue avec la densité algale. L'évolution de
la concentration en oxygène dissous dans l'eau est également reliée à la densité algale, puisque les
algues produisent de l'oxygène lors de la photosynthèse (équation 4.10).
Dans l'essai S, le bullage permet de maintenir la concentration en oxygène au dessus de 80%
de saturation, même en ﬁn d'expérience, lorsque la densité algale est faible et que l'activité des
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autres organismes est importante. Ceci oﬀre des conditions satisfaisantes pour le développement des
invertébrés [160]. Par contre, le bullage ne permet pas de suivre la respiration globale du système,
comme cela est fait dans d'autres études [28].
Dans l'essai D, le renouvellement d'eau permet de maintenir une teneur en oxygène dissous
supérieure à 80% sans bullage. D'autre part, on observe que l'oxygène dissous dans l'eau se stabilise
autour de 100% suite au pic de croissance algale. Ceci peut être expliqué par l'apport continu de
nutriments, qui limite l'épuisement du milieu et favorise donc le développement des producteurs
primaires. Sans renouvellement d'eau, il semble qu'il ne reste pratiquement plus d'orthophosphate
disponible au bout de 20 jours (ﬁgure 4.11).
Dans les deux expériences, la moyenne des coeﬃcients de variation de l'oxygène dissous pour
chaque microcosme témoin au cours du temps est de 8%. Le renouvellement d'eau n'inﬂuence donc
pas la stabilité de la teneur en oxygène d'un microcosme.
Réplicabilité
L'oxygène dissous est plus variable que le pH. Dans l'expérience S, les coeﬃcients de variation à
chaque jour de mesure sont compris entre 2% et 12%. Ce résultat est cohérent avec d'autres résultats
de la littérature [40, 160]. Comme pour le pH, le maximum de variabilité est atteint à J10 dans les
essais S et D.
Notons que dans l'essai statique préliminaire ECd3, réalisé sans phase sédimentaire, la variabilité
de la concentration en oxygène dans l'eau est beaucoup plus faible que dans l'essai S. Ceci est lié à
une faible variabilité de l'activité photosynthétique des algues dans cet essai.
La variabilité de la teneur en oxygène dissous dans l'eau des témoins est beaucoup plus faible
lorsque l'eau est renouvelée. Les coeﬃcients de variation sont de 1.3% à J10 et 0.6% à J20 dans
l'essai D contre 12% et 8.1% dans l'essai S. Le renouvellement d'eau permet donc de stabiliser donc
la teneur en oxygène dissous.
4.1.5.2 Eﬀet du cadmium
On peut mettre en évidence une diﬀérence signiﬁcative globale, entre la concentration en oxygène
dissous moyenne des diﬀérents traitements, à J3 dans l'expérience S (anova, p = 0.040) et à J7 dans
l'expérience D (anova, p = 0.025). Cependant, dans les 2 expériences, le test de Dunnett ne permet
pas d'identiﬁer une moyenne qui serait signiﬁcativement diﬀérente de la moyenne des témoins.
4.1.6 Conductivité
4.1.6.1 Systèmes témoins
Evolution
Essai statique
Dans l'essai S, la conductivité croît presque linéairement (ﬁgure 4.8). Elle augmente de 290
µS.cm−1 à J-7 à 477 µS.cm−1 à J20 (CV = 6.7 %). Cette augmentation de la conductivité est
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Figure 4.8  Evolution de la conductivité dans la colonne d'eau des microcosmes au cours des
essais sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans
le microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre
traitements représentées par des étoiles)
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Figure 4.9  Evolution de la dureté dans la colonne d'eau des microcosmes au cours des essais
sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le
microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre
traitements représentées par des étoiles)
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très fortement corrélée à l'augmentation de la dureté (R = 0.98) et plus particulièrement de la
concentration en ions calcium (R = 0.98) dans l'eau.
La conductivité, notée s, d'une solution ionique est fonction des espèces ioniques présentes en
solution ainsi que de leur concentration. En eﬀet, si l'on note Ik l'ion k etλIk la conductivité molaire
ionique de l'ion k, on a :
s =
n∑
k=1
λIk [Ik]
La conductivité de la colonne d'eau du microcosme évolue en fonction de plusieurs processus
antagonistes ayant lieu dans le système :
 d'un côté, la diﬀusion d'ions à partir du sédiment et la minéralisation de la matière organique
par les micro-organismes tendent à faire augmenter la conductivité,
 et d'un autre côté, le prélèvement de minéraux (nutriments, calcium) par les organismes, tend
à faire diminuer cette conductivité.
Le relargage d'ions par la phase sédimentaire est le principal facteur expliquant l'évolution de la
conductivité dans les systèmes statiques. Une partie des ions calcium de la phase sédimentaire sont
relargués lors de la dissolution du carbonate de calcium. Mais la conductivité est également liée au
compartiment biotique.
L'augmentation de la conductivité est généralement plus importante dans la phase de matura-
tion, en l'absence d'organismes. La pente de la droite modélisant l'augmentation de la conductivité
diminue au jour d'introduction des organismes (J0), dans la plupart des microcosmes de l'essai S.
Donc si le prélèvement des ions par les organismes est moins important que le relargage par le
sédiment, il n'est cependant pas négligeable.
Essai dynamique
Dès J0, la conductivité moyenne dans la colonne d'eau des témoins est signiﬁcativement inférieure
dans l'essai avec renouvellement d'eau D par rapport à l'essai statique S (ﬁgure 4.13). La conductivité
dans les microcosmes témoins de l'expérience D est comprise entre 293 µS.cm−1 et 332µS.cm−1. La
moyenne des coeﬃcients de variation de la conductivité de chaque microcosme témoin au cours du
temps est de 3% dans l'expérience D, alors qu'elle des de 16% dans l'expérience S. Le renouvellement
de l'eau permet donc de stabiliser fortement la conductivité au cours de l'essai (ﬁgure 4.8). Il permet
d'évacuer les ions relargués par le sédiment et l'activité des organismes ainsi que d'apporter des ions
consommés par les organismes.
Réplicabilité
Essai statique
Dans l'expérience S, les coeﬃcients de variation de la conductivité aux diﬀérents jours sont
compris entre 1% et 9%. Triﬀault-Bouchet [160] obtient un coeﬃcient de variation inter-essais de
10.8%. La réplicabilité est donc bonne dans l'essai S par rapport à d'autres essais LAMs réalisés.
A J0, la réplicabilité de la conductivité des témoins est très bonne (CV = 1%). La variabilité entre
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réplicats augmente après l'introduction des organismes, jusqu'à J14, puis elle se stabilise. Plusieurs
processus permettent d'expliquer cette variabilité croissante.
La variabilité de la conductivité peut être expliquée par celle des prélèvements d'ions par les
producteurs primaires (éléments nutritifs) et les invertébrés (calcium) ainsi que par celle de la bio-
turbation générée par les organismes benthiques (hyalelles et chironomes). L'augmentation de la
variabilité au cours de l'essai peut être expliquée par l'augmentation de celle des prélèvements et
de l'activité de bioturbation, du fait de la croissance des organismes ou des populations ou par des
dynamiques diﬀérentes dans les microcosmes à un même instant.
Les résultats témoins de l'essai S montrent des corrélations, plus ou moins fortes suivant le jour,
entre la conductivité et le nombre de frondes de lentilles d'eau, le nombre de daphnies mères, le
nombre de hyalelles et le nombre de chironomes émergents.
Conductivité et lentilles d'eau
Dans le réplicat 02, la conductivité augmente moins que dans les autres microcosmes témoins.
La conductivité à J21 est de 426 µS.cm−1 alors qu'elle est comprise entre 475 et 505 µS.cm−1 dans
les 4 autres réplicats. Or, la croissance des lentilles d'eau est particulièrement importante dans ce
réplicat. Il y a 152 frondes à J21 alors que la moyenne du nombre de frondes dans les autres réplicats
est de 83 (CV = 20%). Le prélèvement d'ions par les lentilles d'eau est donc plus important dans le
système 02 que dans les autres systèmes.
Il existe une forte corrélation négative entre le nombre de frondes et la conductivité à chaque jour
de mesure. En eﬀet, les lentilles d'eau prélevant des ions dans le milieu lors de la photosynthèse, la
conductivité diminue lorsque la croissance augmente. En valeur absolue, les coeﬃcients de corrélation
sont supérieurs à 0.54 (valeur à J14) et ils atteignent 0.90 et 0.89 à J7 et J21 (ﬁgure 4.10). Or entre
J10 et J17, la bioturbation liée à l'émergence des chironomes est importante. C'est également la
période où la reproduction des daphnies est importante. Il est probable que la variabilité de ces
deux paramètres ait également un impact très important sur la variabilité de la conductivité dans
cet intervalle de temps.
A J21, la corrélation entre la conductivité et la surface des frondes ou la masse fraîche totale des
lentilles d'eau est encore plus marquée, avec des coeﬃcients de corrélation respectivement de -0.91
et -0.92.
Conductivité et particules en suspension
Il n'y a pas de relation évidente entre le nombre de particules en suspension et la conductivité.
En valeur absolue, le coeﬃcient de corrélation à chaque jour de mesure est inférieur à 0.23, sauf
à J20 où il est de -0.48. On peut proposer plusieurs explications, surement complémentaires, à
l'absence de corrélation forte entre la conductivité et le nombre de particules en suspension dans
l'eau, contrairement aux lentilles d'eau.
Tout d'abord, le nombre de particules en suspension ne représente pas exactement le nombre
d'algues vivantes, ayant une activité photosynthétique, dans la colonne d'eau.
Ensuite, les algues sont consommées par les invertébrés et cette consommation peut varier indé-
pendamment de la conductivité. Le fait que les jeunes daphnies ne soient pas retirées des microcosmes
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Figure 4.10  Corrélation entre la conductivité et le nombre de daphnies mères ou le nombre de
frondes de lentilles d'eau au cours de l'essai S (coeﬃcient de corrélation de Pearson en valeur absolue)
juste après leur naissance, mais tous les 3 ou 4 jours dans l'essai S, entraine une variabilité de la
consommation des algues entre les systèmes liée à la celle de la reproduction des daphnies. En eﬀet, à
un jour donné, on pourrait retirer jusqu'à 300 daphnies de 2 ou 3 jours dans certains microcosmes et
des daphnies venant tout juste de naître dans d'autres, ce qui a un impact fort sur la concentration
algale dans les microcosmes considérés. En présence de consommateurs, la densité algale à un instant
donné ne reﬂète donc pas la quantité d'ions prélevés pour la photosynthèse.
Conductivité et daphnies
Daphnies mères
On observe, par contre, une corrélation négative entre la conductivité et le nombre de daphnies
mère.
Dans le réplicat 02, où la conductivité est particulièrement faible, toutes les daphnies mères sont
vivantes à la ﬁn de l'essai. Inversement, dans le réplicat 04, la conductivité est particulièrement
élevée en milieu d'expérience : elle est de 524 µS.cm−1 à J14 alors que la moyenne dans les 4 autres
réplicats est de 429 µS.cm−1 (CV = 3%). Le réplicat 04 est le seul système dans lequel deux daphnies
mères meurent dès le 2ème jour.
En valeur absolue, le coeﬃcient de corrélation entre le nombre de daphnies mère et la conductivité
est supérieur à 0.76 entre J7 et J17. Il chute par contre à 0.49 à J20. Cette corrélation peut être
expliquée par deux phénomènes complémentaires.
Relation directe Les daphnies prélèvent des ions calcium dans l'eau aﬁn de construire leur
carapace. Or nous avons vu que la conductivité était très fortement liée à la teneur en calcium
dans l'eau (R = 0.98). Plus les daphnies sont nombreuses, plus le prélèvement global d'ions calcium
augmente.
Relation indirecte On observe, entre certains réplicats, que la teneur en particules en sus-
pension est équivalente et que la conductivité ainsi que le nombre de daphnies varie. Par exemple,
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la densité de particules en suspension au cours de l'essai est équivalente dans les réplicats 02, 04 et
05, alors que le nombre de daphnies survivantes à partir de J2 est de 8 dans 04 et de 10 dans 02 et
05 et que la conductivité à J10 est de 481 µS.cm−1 dans 04 et de 402 et 410 µS.cm−1 dans 02 et 05.
On peut alors émettre l'hypothèse que l'activité photosynthétique des algues, et donc le prélèvement
d'ions nutritifs, est plus importante dans les microcosmes où le broutage par les daphnies mères est
plus important et la densité de particules en suspension constante.
Daphnies ﬁlles
Par contre, la relation entre le nombre de daphnies ﬁlles cumulé et la conductivité est de moins
en moins nette au cours de l'expérience. Le coeﬃcient de corrélation est de -0.37, -0.18, -0.09 et
-0.04 à J10, J14, J17 et J20 respectivement. Il serait plus intéressant d'établir une relation entre la
biomasse cumulée des daphnies ﬁlles retirées et la conductivité, car la masse prendrait en compte
l'âge des daphnies au moment du retrait.
Conductivité et hyalelles
A la ﬁn de l'essai S, il y a une assez forte corrélation positive entre la conductivité et le nombre
de hyalelles (R = 0.73). On peut faire l'hypothèse que les hyalelles contribuent à augmenter la
conductivité de l'eau par leur activité de bioturbation à la surface du sédiment.
Nous ne connaissons pas les données de survie des hyalelles avant la ﬁn de l'essai. Mais on peut
faire l'hypothèse que l'activité de bioturbation des hyalelles mortes à la ﬁn de l'essai est moins
importante que celle des hyalelles qui restent vivantes jusqu'à J21. On pourrait alors supposer qu'il
existe un lien entre le nombre de hyalelles en ﬁn d'essai et l'activité de bioturbation des hyalelles
au cours de l'essai. On peut alors calculer la corrélation entre le nombre de hyalelles à J21 et la
conductivité à Jx, en faisant varier x. On se rend compte que cette corrélation augmente au cours
du temps (R = 0.096, 0.3, 0.49 et 0.73 à J10, J14, J17 et J20). On peut alors poser l'hypothèse que
l'impact de l'activité des hyalelles sur la conductivité de l'eau augmente au fur et à mesure de la
croissance des amphipodes. En ﬁn d'expérience, la variabilité de la survie des hyalelles semble être
un des facteurs importants à prendre en compte pour expliquer la variabilité de la conductivité.
Conductivité et chironomes
Aﬁn d'évaluer si l'activité de bioturbation des chironomes a un impact sur la conductivité de
l'eau, on peut regarder par exemple la corrélation entre la conductivité à J10 et J14 et le nombre de
chironomes émergents les jours suivants.
En eﬀet, lors d'un essai préliminaire (E4), nous avons mis en évidence l'impact de l'activité des
chironomes sur la turbidité de la colonne d'eau. Cet essai n'était pas réalisé avec du sédiment naturel
d'Aiguebelette, mais du kaolin, qui se remet très facilement en suspension dans la colonne d'eau.
Les seuls organismes introduits étaient des hyalelles est des chironomes. On observait un pic de
turbidité entre J8 et J18 avec un maximum atteint entre J10 et J14 et des émergences à partir de
J14. L'activité de bioturbation semble donc particulièrement importante entre J10 et J14 et pourrait
accentuer l'augmentation de la conductivité.
Il existe une corrélation positive moyenne entre la conductivité à J10 et le nombre de chironomes
émergents à J14 (R = 0.55), J16 (R = 0.62) et J17 (R = 0.47). En fonction des émergences à J19,
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le coeﬃcient de corrélation est seulement de 0.33. La bioturbation des chironomes ne semble donc
pas être le principal facteur expliquant la variabilité de la conductivité.
La corrélation entre le nombre total d'émergents et la conductivité à Jx diminue lorsque x
augmente. Il n'y a pas de corrélation à J21 (R = 0.04). La part de la variabilité de la conductivité
liée aux chironomes est donc faible et semble donc diminuer avec le temps.
Une analyse dans laquelle on prendrait en compte les données témoins de nombreuses expériences
permettraient de tester les hypothèses proposées.
Essai dynamique
Le renouvellement d'eau permet d'améliorer la réplicabilité du paramètre conductivité. En eﬀet,
les coeﬃcients de variation des systèmes témoins à chaque jour de mesure sont compris en 0.5% et
2% tout au long de l'essai D.
4.1.6.2 Eﬀet du cadmium
Evolution
Essai statique
Dans l'expérience S, la moyenne de la conductivité dans les traitements avec cadmium est in-
férieure à celle des témoins à J0 et J3. On peut mettre en évidence une diﬀérence signiﬁcative de
conductivité moyenne entre les diﬀérents traitements à ces deux jours (anova, p = 0.01 et p = 0.027).
A J0, tous les traitements diﬀèrent statistiquement des témoins sauf le traitement pour lequel Cm =
2.5 µg.l−1 (test de Dunnett). A J3, la conductivité est signiﬁcativement inférieure à celle des témoins
pour les concentrations moyennes en cadmium de 1.5 et 2.5 µg.l−1.
A partir de J7, on ne peut plus mettre en évidence de diﬀérence signiﬁcative globale entre traite-
ments (anova, p > 0.11). En dehors des témoins, la conductivité moyenne par traitement augmente
avec la concentration en cadmium (anova, p 6 0.067). Pour les deux plus faibles concentrations en
cadmium, la moyenne de la conductivité est inférieure à celle des témoins, alors qu'elle est supérieure
pour les concentrations en cadmium les plus fortes.
On pourrait expliquer la plus faible conductivité moyenne dans les microcosmes avec 1.5 et 2.5
µg.l−1de cadmium en moyenne par une augmentation des prélèvements par les producteurs primaires
ou une diminution de l'activité de bioturbation des organismes benthiques. Au vu de l'ensemble des
résultats, il semblerait que l'accroissement de la croissance algale et la diminution des émergences
explique cette évolution. Pour le réplicat 101 (Cm = 1.5 µg.l−1), la conductivité est beaucoup la
plus faible du traitement alors que le pic de croissance algal est le plus fort, le nombre de daphnies
survivantes est le plus important et le nombre de chironomes émergents est le plus faible. Pour le
réplicat 201 (Cm = 2.5 µg.l−1), la conductivité est beaucoup la plus faible du traitement alors que le
pic de croissance algal est le plus fort et le nombre de chironomes émergents est un des plus faibles.
Inversement, on pourrait expliquer la plus forte conductivité moyenne dans les microcosmes avec
5.0 et 11.3 µg.l−1de cadmium en moyenne par une diminution des prélèvements par les producteurs
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primaires ou une augmentation de l'activité de bioturbation des organismes benthiques. La dimi-
nution des prélèvements par les algues et les lentilles d'eau semble expliquer cette augmentation de
la conductivité. En eﬀet, le cadmium a un impact sur la croissance des lentilles d'eau. De plus, le
cadmium entraîne une diminution de la croissance, la reproduction et la survie des daphnies ainsi
que de la survie des hyalelles. Le nombre d'algues broutées est donc moins important lorsque la
concentration en cadmium augmente. Or le nombre de particules en suspension est ne diﬀère pas
d'un traitement à l'autre. Les algues prélèvent donc moins d'ions pour se multiplier dans les systèmes
les plus contaminés.
Essai dynamique
Dans l'essai dynamique, nous ne pouvons pas identiﬁer un traitement, dont la conductivité
moyenne est statistiquement diﬀérente de celle des témoins. Le renouvellement d'eau crée donc des
conditions similaires entre les traitements pour ce paramètre.
Réplicabilité
Dans l'essai S, la réplicabilité de la conductivité est globalement meilleure en présence de conta-
minant. Mais ceci est principalement du à un réplicat (04). On ne peut donc pas généraliser sans
eﬀectuer une comparaison avec d'autres résultats.
Dans l'essai S, notons que l'intensité de liaison entre la conductivité à J10 et le nombre de
chironomes émergents à J21 est plus forte dans les essais où la concentration en cadmium est plus
importante (R = 0.33, 0.34, 0.93, 0.84 et 0.74 pour Cm = 0, 1.5, 2.5, 5.0 et 11.3 respectivement).
Dans l'essai D, la réplicabilité est très bonne avec et sans contaminant. Elle est très légèrement
supérieure avec contaminant.
4.1.7 Dureté
4.1.7.1 Systèmes témoins
Evolution
Essai statique
Dans l'essai S, la dureté de l'eau surnageante augmente presque linéairement au cours de l'ex-
périence (ﬁgure 4.9). La dureté est de 91 mg.l−1 de CaCO3 (CV = 1%) à J0 et de 165 mg.l−1 de
CaCO3 (CV = 7%) à J20. On retrouve cette évolution dans tous les essais LAMs réalisés.
L'évolution de la dureté est principalement corrélée au relargage des ions calcium (R = 0.99
au lieu de 0.68 pour le magnésium dans les témoins). Les teneurs en ions calcium et magnésium
dans la colonne d'eau augmentent signiﬁcativement entre J0 et J20. L'amplitude de variation de
la concentration moyenne en magnésium est faible : elle augmente de 5.7 mg.l−1 (CV = 1.0%) à
J0 à 6.0 mg.l−1 (CV = 1.2%) à J20. Par contre, la concentration moyenne en calcium dans les
témoins double : elle augmente de 27.1 mg.l−1 (CV = 1.7%) à J0 à 56.0 mg.l−1 (CV = 8.0%) à
J20. Dans les expériences préliminaires, on constatait la même évolution. Dans l'expérience FFE2,
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la concentration moyenne en calcium dans les microcosmes contenant de l'eau reconstituée à partir
d'eau déminéralisée passe de 28.7 mg.l−1 (CV = 3%) à J0 à 51.7 mg.l−1 (CV = 6.9%) à J21.
Ce phénomène n'était pas observé dans les travaux de Triﬀault-Bouchet [160]. Les teneurs en
anions et cations sont stables dans la colonne d'eau des microcosmes LAMs au cours de ses essais.
En comparant les témoins de 3 essais, elle observe que la concentration moyenne Ca2+ est de 26.2
mg.l−1 (CV = 15.0 %) à J10 et de 25.3 mg.l−1 (CV = 21.9 %) à J30. La concentration moyenne en
Mg2+ est de 3.8 mg.l−1 à J10 et à J30 (CV = 6.9 et 7.5% respectivement). Seulement, 6 des 7 essais
retenus pour l'analyse des témoins étaient réalisés avec un sédiment diﬀérent du notre (sédiment
naturel du lac d'Aiguebelette). Il est possible que les 3 essais sélectionnés soient réalisés avec ce
sédiment et qu'il ne relargue pas des ions calcium comme le sédiment artiﬁciel utilisé lors de ce
travail.
Essai dynamique
Lorsque la colonne d'eau des microcosmes est continuellement renouvelée, la dureté reste stable
au cours de l'essai. Dans l'expérience D, la dureté moyenne dans les témoins est de 66 mg.l−1 de
CaCO3 (CV = 1.6%) à J20, comme dans l'eau en entrée. La teneur en ion calcium moyenne dans les
témoins est également stable : elle est de 20.4 mg.l−1 à J14 et 19.5 mg.l−1 à J20. Le renouvellement
d'eau permet d'évacuer le calcium relargué par le sédiment et ainsi de stabiliser la dureté dans la
colonne d'eau.
Réplicabilité
En condition statique, on observe que la variabilité de la concentration en ion calcium et de
la dureté augmente au cours de l'essai. Triﬀault-Bouchet [160] obtenait le même résultat. On peut
supposer que les interactions entre eau et sédiment varient d'un système à l'autre en fonction de
l'activité des organismes, en particulier les organismes benthiques. Cette activité se développant au
cours de l'essai, on peut émettre l'hypothèse qu'elle est à l'origine de la variabilité croissante du
relargage de calcium dans l'eau.
Avec renouvellement d'eau, la réplicabilité de la dureté est nettement améliorée en ﬁn d'essai. A
J20, les coeﬃcients de variation pour la dureté des témoins sont de 6.8% dans l'essai S et 1.6% dans
l'essai D.
4.1.7.2 Eﬀet du cadmium
Dans l'essai S, l'évolution de la dureté dans les diﬀérents traitements est proche de celle de la
conductivité. Cela conﬁrme le fait que la variabilité de la conductivité est surtout due à celle de la
concentration en calcium dans l'eau. A partir de J3, les diﬀérences entre la dureté et la conductivité
sont principalement due aux prélèvements d'ions par les producteurs primaires.
A J0, la dureté décroît très signiﬁcativement avec la concentration en cadmium (anova, p =
2.9 10−5). Il est possible que la concentration en cadmium inﬂuence les équilibres entre la phase
sédimentaire et la colonne d'eau, en particulier l'équilibre du calcium. Il faudrait utiliser un modèle
géo-chimique pour le vériﬁer.
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Dans l'essai D, on ne met pas en évidence de diﬀérence entre la dureté de l'eau des témoins et
des microcosmes contaminés.
4.1.8 Orthophosphate
4.1.8.1 Systèmes témoins
Evolution
Essai statique
Dans l'essai S, la concentration en orthophosphate décroît au cours de l'essai (ﬁgure 4.11). Dans
les témoins, elle chute fortement entre J0 (m = 0.14 mg.l−1, CV = 35%) et J3 (m = 0.06 mg.l−1, CV
= 39%). Le milieu est pratiquement épuisé en orthophosphate en ﬁn d'expérience. La concentration
moyenne à J20 dans les témoins est de 0.02 mg.l−1 (CV = 67%). La moyenne des coeﬃcients de
variation pour chaque microcosme témoin au cours du temps est de 92% (CV = 16%).
On observe que la concentration en PO3−4 est importante en ﬁn d'essai dans le réplicat 02,
réplicat dans lequel la croissance des lentilles d'eau est beaucoup plus forte que dans les autres
microcosmes. Nous verrons dans la section 4.2.2 qu'il existe une corrélation entre la concentration
en orthophosphate et le nombre de lentilles d'eau.
En eﬀet, les ions orthophosphates PO3−4 , tout comme les ions nitrates NO
−
3 , sont nécessaires à
la photosynthèse des producteurs primaires. D'après Sigg et al. [144], la stoechiométrie correspond à
peu près à l'équilibre 4.14, bien qu'elle soit diﬀérente pour chaque système aquatique et chaque algue.
La dynamique photosynthèse-respiration est généralement régie par la relation 4.15. Le ﬂux d'énergie
nécessaire est accompagné par le cycle des nutriments et des éléments traces. L'orthophosphate PO3−4
est souvent l'élément limitant la croissance algale, d'où l'intérêt de connaître sa dynamique.
106CO2 + 16NO−3 +HPO
2−
4 + 122H2O + 18H
+ ⇐⇒ {C106H263O110N16P}+ 138O2 (4.14)
4C : 4N : 4P ≈ 106 : 16 : 1 (4.15)
Essai dynamique
Dans l'essai D, la moyenne des coeﬃcients de variation pour chaque microcosme témoin au cours
du temps est de 45% (CV = 31%). Ce paramètre est donc 2 fois plus stable dans l'essai D. Le
renouvellement d'eau permet donc de stabiliser la concentration en orthophosphate au cours de
l'essai.
La concentration en orthophosphate en ﬁn d'essai est plus importante que dans l'essai S. A J20,
la concentration moyenne est de 0.06 mg.l−1 (CV = 43%). Le renouvellement d'eau permet donc
d'atténuer l'épuisement du microcosme en PO3−4 , d'autant plus que la croissance algale est a priori
plus importante dans l'essai D que dans l'essai S en ﬁn d'expérience (section 4.2.1).
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Figure 4.11  Evolution de concentration en PO3−4 dans la colonne d'eau des microcosmes au cours
des essais sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium
dans le microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives
entre traitements représentées par des étoiles)
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Figure 4.12  Evolution de la concentration en NH3 dans la colonne d'eau des microcosmes au cours
des essais sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium
dans le microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives
entre traitements représentées par des étoiles - aucune ici)
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Réplicabilité
Dans l'expérience S, les coeﬃcients de variation de la concentration en PO3−4 sont compris entre
35% (à J0) et 107% (à J7). La plus forte variabilité pourrait être due à des décalages de pic de
croissance algale (section 4.2.1).
Dans l'essai D, la réplicabilité de ce paramètre est bien meilleure : le coeﬃcient de variation moyen
de la concentration en orthophosphate à chaque jour de mesure est de 21%. A J7, le coeﬃcient de
variation est seulement de 20%.
4.1.8.2 Eﬀet du cadmium
A J0, la concentration en orthophosphate décroît très signiﬁcativement lorsque la concentration
en cadmium augmente (anova, p = 7.0 10−5). A J3, la concentration en orthophosphate dans les
microcosmes contaminés est signiﬁcativement supérieure à celle des témoins (anova, p = 0.0023).
Cela illustre bien le fait que l'orthophosphate est en équilibre dynamique entre sa forme libre dissoute
et sa forme particulaire. La concentration en cadmium semble jouer un rôle dans cet équilibre.
4.1.9 Ammoniaque
4.1.9.1 Systèmes témoins
Evolution
L'évolution de la teneur en ammoniaque dans la colonne d'eau des microcosmes témoins est
similaire dans les expériences S et D. Cette teneur, qui passe par un pic à J3, est très faible en ﬁn
d'essai (ﬁgure 4.12).
On désigne par l'expression ammoniaque non ionisé toutes les formes aqueuses de l'ammoniaque
sauf l'ion ammonium (NH+4 ), correspondant à l'ammoniaque ionisé. Lorsque rien n'est précisé, on
parle d'ammoniaque total. L'ammoniaque ionisé sous forme d'ion ammonium (NH+4 ) est une source
d'azote assimilable par les producteurs primaires. Il est transformé en nitrites (NO−2 ) puis en nitrates
(NO−3 ). Les nitrates sont nécessaires à la photosynthèse comme les ions orthophosphates (PO
3−
4 ) (re-
lation 4.15). L'ammoniaque est principalement issu de la minéralisation de l'azote organique par les
microorganismes. On peut émettre l'hypothèse que le pic d'ammoniaque est dû à une intensiﬁcation
de cette activité à partir de J0. En eﬀet, les systèmes sont éclairés à partir de ce jour. De plus, on
peut supposer que des microorganismes supplémentaires sont introduits dans les microcosmes en
même temps que les organismes d'élevage. Enﬁn, l'activité des organismes introduits dans les micro-
cosmes à J0 génère de la matière organique à dégrader. On pourrait ensuite expliquer la diminution
de la teneur en ammoniaque dans les microcosmes à partir de J3 par le prélèvement d'ions nitrates
pour la photosynthèse et le déplacement des autres équilibres du cycle de l'azote. La consommation
de la matière organique initialement introduite dans le sédiment (TétraMin®) par les organismes
benthiques a peut-être également une inﬂuence.
Par rapport au travail de Triﬀault-Bouchet [160], nous avons mis en évidence la présence d'un pic
d'ammoniaque au début de la phase d'exposition. Il serait intéressant, dans une future expérience,
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de faire des mesures journalières entre J0 et J5 pour déterminer précisément à quel moment a lieu
ce pic d'ammoniaque.
La teneur en ammoniaque dans les systèmes témoins est inférieure à 1.77 mg.l−1 dans l'expérience
S et 1.26 mg.l−1 dans l'expérience D.
Le pH et la température sont les principaux facteurs qui régissent l'équilibre entre l'ammoniaque
ionisé et non ionisé. La forme non ionisée serait plus toxique car la neutralité de la molécule lui
permettrait de mieux traverser les membranes biologiques que les autres formes [168]. Outre le pH
et la température, la teneur en oxygène dissous, la force ionique, la salinité, l'exposition, la présence
d'autres substances toxiques et l'acclimatation antérieure des organismes inﬂuencent la toxicité de
l'ammoniaque non ionisé.
D'après la relation d'Emerson et al. [66], qui prend en compte le pH et la température, les
pourcentages d'ammoniaque non ionisé sont compris entre 2 et 12% dans l'essai S et entre 3 et 15%
dans l'essai D. Les teneurs en ammoniaque non ionisé passent par un maximum à J7. Les teneurs
maximales sont de 0.17 et 0.07 mg.l−1 dans les essais S et D respectivement. Par contre, le pic
d'ammonium est atteint à J3 : les teneurs maximales sont de 1.8 et 1.29 mg.l−1 dans les essais S et
D respectivement.
Les teneurs maximales en ammoniaque non ionisé mesurées dans nos essais sont réalistes. Des
concentrations supérieures à nos valeurs ont été retrouvées dans des eaux douces du Canada [38].
Cependant, nos teneurs dépassent la recommandation canadienne pour la qualité des eaux visant à
protéger la vie aquatique dulçaquicole de 2010, qui est de ne pas dépasser 0.019 mg.l−1 d'ammoniaque
non ionisé [38].
Dans la thèse de Triﬀault-Bouchet [160], la concentration moyenne en ammonium dans l'eau des
témoins de 4 essais était de 6.51 mg.l−1 (CV = 104%) à J10 et de 5.70 mg.l−1 (CV = 111%) à J22.
Nos teneurs en ammonium moyennes, 0.59 mg.l−1 (CV = 120%) à J10 et de 0.19 mg.l−1 (CV =
77%) à J20, sont donc bien inférieures à celles observées dans les essais LAMs antérieurs. Ceci peut
être expliqué par le fait que nous n'avons pas apporté de TétraMin® en cours d'essai comme c'était
le cas dans les essais de Triﬀault-Bouchet [160].
Il existe un grand nombre de données sur la toxicité de l'ammoniaque pour les organismes aqua-
tiques. Des LC50 ont été estimées entre 1.1 et 17.4 mg.l−1 de NH3 non ionisé pour les diﬀérents
organismes du microcosme [181, 25, 52, 8, 47]. D'après ces données, les hyalelles sont les organismes
les plus sensibles à l'ammoniaque avec une LC50 de 1.1 mg.l−1 de NH3 non ionisé après 4 semaines
d'exposition.
Nos valeurs sont bien inférieures à ces LC50. Néanmoins, il est possible qu'il y ait des eﬀets
sublétaux sur les organismes en début d'expérience et que la présence d'ammoniaque non ionisé
accentue l'eﬀet du cadmium sur les organismes dans certains microcosmes, par exemple pour les
daphnies dont la mortalité apparait durant les 3 premiers jours dans l'essai S. Les concentrations
maximales en ammoniaque étant moins importante dans l'essai D, grâce au renouvellement de l'eau
qui permet d'évacuer une partie des molécules issues de la dégradation de la matière organique,
l'eﬀet nocif sur les organismes devrait être moins marqué.
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La moyenne des coeﬃcients de variation de la teneur en NH3 de chaque microcosme témoin au
cours du temps est de 81% dans l'expérience S et de 47% dans l'expérience D. Le renouvellement de
l'eau permet donc de stabiliser la concentration en NH3 au cours de l'essai.
Réplicabilité
Essai statique
La concentration en ammoniaque est beaucoup plus variable que la plupart des autres paramètres
abiotiques. Dans l'essai statique S, on observe que le pic d'ammoniaque n'est pas présent dans tous
les microcosmes témoins. Dans les réplicats 04 et 05, la teneur en ammoniaque n'excède pas 0.2
mg.l−1 après J0, alors qu'elle est en moyenne de 1.5 mg.l−1 dans les 3 autres réplicats à J3. La
réplicabilité de ce paramètre est donc très faible. Les coeﬃcients de variation à un temps donné de
la teneur en ammoniaque sont compris entre 55% et 121% avec une moyenne de 85%. Du fait de cette
variabilité, les tests classiques ne permettent pas de mettre en évidence de diﬀérence signiﬁcative
entre la moyenne de la concentration en ammoniaque à chaque jour de mesure dans les expériences
S et D (p > 0.06).
On peut supposer que cette variabilité est due à une diﬀérence d'activité microbienne entre les
systèmes. Une des sources de variation de cette activité microbienne pourrait être une diﬀérence dans
la répartition de la matière organique initialement introduite dans le sédiment artiﬁciel. On observe
que la variabilité de l'ammoniaque est plus importante à J0 qu'à J-6 (ﬁgure 4.12). Ceci montre
l'existence de l'activité microbienne durant la phase de maturation du sédiment artiﬁciel. Mais on
voit également que cette première phase introduit de la variabilité au début de phase d'exposition.
Il est probable que cette variabilité ait des conséquences sur de nombreux compartiments du
microcosme. Nous avons vu que d'une part, l'ammoniaque ionisé (ammonium), transformé en nitrite
puis en nitrate par les bactéries, peut être source de nutriments pour les producteurs primaires.
D'autre part, l'ammoniaque non ionisé peut aussi être toxique pour les diﬀérents organismes. On
peut donc supposer que la variabilité en NH3, et ses diﬀérentes formes, entraîne une variabilité du
développement des organismes du microcosme. Ceci peut alors induire une variabilité supplémentaire
des autres paramètres physico-chimiques. Inversement, une variabilité des autres paramètres peut
entraîner une variabilité de la concentration en ammoniaque.
Dans l'expérience S, on observe que, dans le microcosme témoin où la concentration en ammo-
niaque non ionisé est la plus importante à J3 et J7 (réplicat 03), la survie des chironomes (50%)
est bien inférieure à celle des 4 autres réplicats (80%). Le seul microcosme dans lequel toutes les
hyalelles ont survécu (réplicat 05, aussi noté 203) est un des deux réplicats (04 et 05) dans lesquels
la concentration en ammoniaque non ionisé est inférieure à 0.02 mg.l−1 au cours de l'expérience. Le
coeﬃcient de corrélation entre la teneur en ammoniaque non ionisée à J10 et le nombre de hyalelles
survivantes à J21 est de -0.87. Si on exclut ces 2 réplicats 04 et 05, on observe que le nombre de
frondes en ﬁn d'essai est inversement corrélé à la concentration en ammoniaque à J3 (R = -0.98). La
corrélation à la concentration en ammoniaque non ionisée est moins marquée. Toujours en excluant
les réplicats 04 et 05, on note que la concentration en ammoniaque non ionisée à J7 est particuliè-
rement corrélée à la concentration en particules en suspension dans la colonne d'eau, qui donne une
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Figure 4.13  Evolution des paramètres physico-chimiques mesurés dans la colonne d'eau des mi-
crocosmes témoins sans (S) et avec (D) renouvellement d'eau (points expérimentaux, pas de mesure
de NO2 dans l'expérience S)
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bonne représentation de la densité algale, à J8, J9 et J10 (R > 0.99). Cet eﬀet pourrait être un eﬀet
indirect de la toxicité sur les lentilles d'eau, qui sont en compétition avec les algues.
Toutes ces observations semblent montrer que l'ammoniaque non ionisé pourrait avoir un eﬀet
direct ou indirect sur le développement des organismes dans les microcosmes témoins, même à
nos concentrations. La variabilité de ce paramètre pourrait donc avoir un impact sur la variabilité
d'autres paramètres. Ces observations restent néanmoins très ponctuelles et sont à confronter à
d'autres résultats. En présence d'un contaminant, il pourrait alors parfois y avoir un eﬀet toxique
cumulé du contaminant et de l'ammoniaque. A ce stade, il paraît important de continuer à suivre ce
paramètre dans les essais en microcosme aﬁn de pouvoir le prendre en compte dans l'interprétation
des résultats.
Essai dynamique
La réplicabilité de la concentration en ammoniaque est bien meilleure lorsque l'eau du microcosme
est renouvelée. Dans les témoins de l'essai D, les coeﬃcients de variation à un temps donné sont
compris entre 5% et 31%, avec une moyenne de 16%.
4.1.9.2 Eﬀet du cadmium
On n'observe aucun eﬀet signiﬁcatif du traitement sur la teneur en ammoniaque dans la colonne
d'eau dans les essais S et D à partir de J0 (anova, p > 0.33).
4.2 Paramètres biotiques
4.2.1 Algues
4.2.1.1 Estimation de la densité algale
Le matériel dont nous disposions ne nous permettait pas de suivre l'évolution exacte de la
population de P. subcapitata, cependant, des expériences préliminaires ont montré que le nombre
de particules en suspension dans la colonne d'eau donne une bonne représentation de la dynamique
algale dans la colonne d'eau du microcosme.
Nous avons par exemple réalisé une expérience au LEHNA, dans les mêmes conditions que l'essai
S, sauf que nous avons testé 4 eaux diﬀérentes : l'eau du réseau (ER), l'eau de nappe (EN) pompée
sous le laboratoire, et l'eau reconstituée (EM) réalisée à partir d'eau distillée et d'eau déminéralisée
(essai FFE2). Le but de cette expérience était de comparer le développement des organismes dans
ces diﬀérentes eaux. L'eau de nappe est très pauvre en nutriments. La concentration de particules
en suspension au moment du pic de croissance algal (J7) reste inférieure à 5.1 104 cel.ml−1 dans les
3 réplicats pour le traitement EN (ﬁgure 4.14). Ceci montre bien que les particules en suspension
dénombrées lors du pic correspondent principalement à des algues. Le pic correspond à un pic de
croissance algale.
Nous avons réalisé une autre expérience préliminaire au CEAEQ avec diﬀérentes concentrations
de kaolin dans le sédiment artiﬁciel et seulement des organismes benthiques (essai E4). L'objectif
était d'évaluer l'impact des hyalelles et des chironomes sur la remise en suspension du kaolin, en
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Figure 4.14  Evolution de la concentration en particules en suspension lors de l'essai en microcosme
préliminaire FFE2 en fonction de l'eau (ER : eau du réseau, EN : eau de nappe, EM : eau microcosme
réalisée à partir d'eau distillée ou déminéralisée ; moyennes et écart-types)
Figure 4.15  Evolution de la turbidité de la colonne d'eau et émergence des chironomes au cours
du temps (T : turbidité ; E : émergence ; 10, 6, 3, 0 : pourcentage massique de kaolin présent dans
le sédiment pour le traitement considéré ; moyennes et écart-types)
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fonction de sa concentration. Nous avons mis en évidence un pic de turbidité dans la colonne d'eau
entre J8 et J18 avec un maximum à J10, soit juste avant l'émergence des chironomes (ﬁgure 4.15). Il
semble donc que la formation des nymphes favorise la remise en suspension de particules du sédiment.
Néanmoins, dans les essais réalisés au LEHNA, nous n'avons pas de kaolin dans la phase sé-
dimentaire. L'essai FFE2 montre qu'avec le sédiment artiﬁciel utilisé et le seuil de mesure retenu,
nous dénombrons principalement des cellules algales lors de l'essai. Par contre, il est fort probable
que l'activité des chironomes précédent leur émergence favorise la remise en suspension des algues
ayant sédimenté. Les particules en suspension dénombrées dans la colonne d'eau correspondraient
donc aux algues provenant de la division cellulaire dans l'eau et de la remise en suspension d'algues
sédimentées (vivantes et mortes). Il est probable que les algues vivantes remises en suspension dans
la colonne d'eau se divisent également.
4.2.1.2 Systèmes témoins
Evolution
Essai statique
Dans l'essai S, on observe une importante augmentation de la densité algale au bout d'une
semaine, avec un pic entre J8 et J10 dans les diﬀérents microcosmes témoins, puis une diminution
(ﬁgure 4.16). La concentration moyenne en particules en suspension est de 4.8 105 part.ml−1 (CV =
60%) à J10, de 1.5 104 part.ml−1 (CV = 66%) à J17 et de 1.1 104 part.ml−1 (CV = 31%) à J20. La
moyenne des coeﬃcients de variation du nombre de particules en suspension de chaque microcosme
témoin au cours du temps est de 107% (CV = 7%). Ce paramètre n'est pas du tout stable dans les
microcosmes statiques.
Interactions
Les algues sont soumises à de nombreuses interactions dans les microcosmes schématisées sur la
ﬁgure 4.17 et dans le modèle conceptuel de la dynamique algale réalisé avec Velluet [172] à partir
de la dynamique des systèmes (ﬁgure 4.18). Elles se développent grâce à (1) l'énergie lumineuse, (2)
le CO2 contenu dans l'eau en équilibre avec l'atmosphère et issu de la respiration des invertébrés
ainsi que (3) les nutriments contenus dans l'eau et issus de la dégradation de la matière organique
par les bactéries. Elles sédimentent au cours de l'essai, mais, comme nous l'avons vu, les invertébrés
en remettent une partie en suspension dans la colonne d'eau par leurs mouvements. Elles sont en
compétition avec les lentilles d'eau pour les nutriments. Elles sont broutées par les consommateurs
primaires : par les daphnies dans la colonne d'eau et par l'ensemble des invertébrés à la surface du
sédiment.
L'évolution de la densité algale dans la colonne d'eau découle de la combinaison variable de ces
interactions. Le pic de densité peut être expliqué par une importante croissance, un faible broutage
et une remise en suspension par les organismes benthiques. La diminution de la densité algale en ﬁn
d'expérience pourrait provenir de :
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Figure 4.16  Evolution du nombre de particules en suspension dans la colonne d'eau des micro-
cosmes (seuil du compteur de particules : 3.2) au cours des essais sans et avec renouvellement d'eau
en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme durant la période d'ex-
position (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre traitements représentées par des
étoiles)
 une diminution de la croissance algale due à l'épuisement en éléments nutritifs (le phosphore
devient probablement limitant),
 une augmentation du broutage par les consommateurs primaires du fait de l'augmentation de
la taille des organismes et de la reproduction des daphnies,
 une diminution de la remise en suspension des algues par les organismes benthiques.
Dans les témoins de l'essai S, on observe une faible corrélation négative entre le nombre de fronde
à Jx et la concentration en particules à Jx (pour tout x, |R| < 0.34), qui va dans le sens d'une
compétition entre algues et lentilles d'eau.
Il existe une corrélation négative moyenne entre le nombre de daphnies mères et la concentration
en particules à Jx : R = -0.61 à J7 et |R| < 0.37 entre J10 et J17. La consommation des algues par
les daphnies semble donc en partie contrôler la croissance algale avant J10.
Il existe également une corrélation forte entre le nombre de chironomes émergent total et la
concentration en particules au cours de l'essai. Ce qui peut paraître surprenant, c'est que cette
corrélation est également négative. On peut supposer que plus il y a de chironomes, plus les algues
sédimentées sont consommées et moins le nombre d'algues remises en suspension est important.
Cette corrélation est supérieure à 0.82, en valeur absolue, entre J7 et J17. Elle est même de -1.0 à
J14, lorsque les larves de chironomes atteignent leur taille maximale. Par contre, elle est seulement
de -0.55 à J21, lorsque tous les chironomes ont émergés depuis plusieurs jours (ﬁn des émergences à
J17, sauf un chironome à J19).
Enﬁn, il existe une faible corrélation entre le nombre de hyalelles vivantes à la ﬁn de l'essai et
la concentration en particules au cours de l'essai. Par contre, cette corrélation est positive à partir
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Figure 4.17  Schéma des interactions des algues avec les autres composants abiotiques et biotiques
du système et avec l'environnement
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Figure 4.18  Modèle conceptuel de la dynamique algale au sein des microcosmes [172]
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de J10. La corrélation est de 0.41 à J10. Dans les microcosmes contaminés, on observe également
une corrélation positive entre le nombre de hyalelles vivantes et la concentration en particules à J10
(R = 0.62, 0.80 et 0.91 pour Cm = 1.5, 2.5 et 5.0 µg.l−1 de Cd). C'est à dire que l'inﬂuence des
hyalelles serait plus liée à la remise en suspension des algues qu'à leur consommation, qui serait
négligeable par rapport à celle des autres invertébrés (chironomes mais aussi daphnies, surtout en
ﬁn d'essai puisque la colonne d'eau est épuisée). On peut donc supposer qu'il y a une diminution de
la remise en suspension des algues, due à la diminution de la bioturbation par les chironomes au fur
et à mesure des émergences mais aussi la diminution des algues à la surface du sédiment, liée à une
augmentation du broutage par les invertébrés.
Essai dynamique
La densité algale est deux fois plus constante dans le temps avec renouvellement d'eau (ﬁgure
4.16). La moyenne des coeﬃcients de variation du nombre de particules en suspension de chaque
microcosme témoin au cours du temps est de 46% (CV = 6%).
La densité maximale atteinte dans les témoins, de 9.1 104 part.ml−1, est presque 10 fois plus
faible que dans l'essai S. Ce maximum est atteint à J13 et non J10, comme dans l'essai S. Nous
pourrions expliquer ce décalage par le fait que l'émergence des chironomes est retardée de 3 jours
dans l'essai D par rapport à l'essai S.
La concentration en particules moyenne à J13 est de 8.1 104 part.ml−1 (CV = 8%). Par contre,
elle est de 2.7 104 part.ml−1 (CV = 19%) à J20, soit 2.5 fois plus importante que dans l'essai S.
L'amplitude de variation de la densité algale est donc moins importante lorsque l'eau est renouvelée.
On peut supposer que cette diﬀérence est principalement expliquée par l'évacuation d'algues en
suspension avec l'eau. On peut également supposer que le broutage des algues par les daphnies est
plus important que dans l'essai S, car la survie, la croissance et la reproduction des daphnies est
meilleure dans l'essai D (section 4.2.3). Néanmoins, malgré l'évacuation et l'important broutage des
algues, il reste plus de particules en suspension à la ﬁn de l'essai D. On peut supposer que ceci
est dû au fait que tous les chironomes n'ont pas émergé à J20 et surtout à l'apport en continu de
nutriments, qui peut favoriser la croissance algale.
Réplicabilité
Dans l'essai S, la concentration en particules en suspension est très variable, surtout à la ﬁn du
pic, à J14. Le coeﬃcient de variation moyen des témoins est alors de 158%. Le coeﬃcient de variation
moyen des témoins sur l'ensemble des jours est de 55% (ET = 41%, CV = 73%).
La densité algale est beaucoup moins variable entre réplicats avec le renouvellement continu de
l'eau (ﬁgure 4.16). Dans l'essai avec renouvellement d'eau D, le coeﬃcient de variation de la densité
algale maximal est de 35% à J17. Le coeﬃcient de variation moyen des témoins sur l'ensemble des
jours est de 18% (ET = 8%, CV = 46%). Le renouvellement d'eau améliore nettement la réplicabilité
de ce paramètre.
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4.2.1.3 Eﬀet du cadmium
Evolution
Essai statique
Dans l'expérience sans renouvellement d'eau S, aucun eﬀet du cadmium sur l'évolution de la
concentration algale n'a pu être mis en évidence.
On aurait pu s'attendre à observer un eﬀet, car les concentrations à J0 sont comprises entre 3.0
et 22.1 µg.l−1 et les concentrations moyennes sur la période d'exposition (J0 - J21) sont entre 1.5 et
11.3 µg.l−1, concentrations auxquelles on observe un eﬀet dans des tests mono-spéciﬁques. Des EC50
ont pu être estimées à 7.0 et 9.2 µg.l−1 lors d'essais mono-spéciﬁques préliminaires (fonction drm,
package drc, modèle logistique à 3 paramètres). Ces résultats sont en concordance avec les EC50
estimées dans le même milieu au CEAEQ en 2005, lors du développement du test d'inhibition de la
croissance algale (9.3 ± 2.0 µg.l−1, non publié) et par Maloney [113] (9.4 µg.l−1 avec IC95% : [8.8 -
10.0 µg.l−1]).
Ce résultat peut être en partie expliqué par la diﬀérence de composition du milieu d'essai algues
du CEAEQ [42] utilisé pour les tests mono-spéciﬁques et du milieu microcosme utilisé pour l'essai
multi-spéciﬁque. En eﬀet, comme nous l'avons vu dans le chapitre 2, la toxicité du cadmium dépend
notamment de la spéciation dans le milieu, qui varie avec la composition.
Il se pourrait également que la diminution de la croissance des algues en présence de cadmium
soit compensée par la diminution de la prédation dans les systèmes contenant du cadmium. En eﬀet,
les algues, organismes à la base de la chaîne alimentaire, sont en interaction forte avec les autres
espèces. Or ces interactions, en particulier la prédation par les invertébrés, peuvent être aﬀectées par
la présence de cadmium. En eﬀet, les algues sont consommées par les daphnies, les hyalelles et les
chironomes, dont la survie diminue lorsque la concentration en cadmium augmente. La population de
D. magna dans les systèmes est donc beaucoup moins importante pour les fortes concentrations en
cadmium. De plus, Taylor et al. [158] montrent que le cadmium aﬀecte le taux d'ingestion des algues
par les daphnies en présence d'algues contaminées à partir d'une concentration totale en cadmium
de 2.5 µg.l−1. D'après Taylor et al. [158], les causes seraient une contamination du système digestif
ou une interférence avec les mécanismes de nutrition, comme une inhibition de la ﬁltration ou le
rejet de la nourriture collectée.
L'absence d'eﬀet signiﬁcatif peut également être expliquée par la forte variabilité de la densité
algale dans l'essai S.
Essai dynamique
Dans l'expérience avec renouvellement d'eau, on peut mettre en évidence un eﬀet du cadmium
sur la concentration algale à plusieurs temps (anova : p(J1) = 0.017, p(J5) = 0.023, p(J6) = 0.029,
p(J7) = 0.0049, p(J8) = 0.015, p(J16) = 0.035, p(J17) = 0.059, p(J18) = 0.0097, p(J19) = 0.088).
Un premier élément d'explication est que la concentration algale est beaucoup moins variable
entre réplicats avec renouvellement d'eau que dans l'expérience statique. De plus, les concentrations
testées sont plus faibles que dans l'essai statique (0.5 à 5.8 µg.l−1 en moyenne sur la durée d'exposi-
tion) et à ces concentrations, l'eﬀet du cadmium sur la croissance algale est faible, d'après les essais
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mono-spéciﬁques [106].
Par contre, on observe un eﬀet de cette gamme de concentrations en cadmium sur la survie, le
développement et la reproduction des daphnies ainsi que la croissance des lentilles d'eau. On peut
donc supposer qu'il y a un eﬀet indirect du cadmium sur les algues.
Dans les systèmes, on observe plusieurs tendances des concentrations moyennes. Dans les essais
en microcosme, il est diﬃcile d'évaluer l'eﬀet direct du cadmium sur les algues étant donné les
nombreuses interactions qu'il existe avec les autres organismes et le milieu. L'eﬀet observé peut être
du à un eﬀet direct sur les algues auquel il faut ajouter des eﬀets indirects en lien avec la prédation
par les consommateurs primaires et la compétition avec les lentilles d'eau. Plus les systèmes évoluent,
plus les interactions se complexiﬁent et moins l'interprétation des résultats est évidente.
A J5 et J6, on observe que la densité algale moyenne augmente légèrement avec la concentration
en cadmium dans les systèmes. C'est également le cas à J7 et J8, sauf pour la concentration en
cadmium la plus basse. On peut donc supposer que, dans cette première phase, l'eﬀet direct du
cadmium sur les algues (inhibition de la croissance avec la concentration en cadmium) est légèrement
négligeable devant l'eﬀet indirect en lien avec la prédation ou la compétition (augmentation de la
croissance avec la concentration en cadmium). On peut également supposer que le principal eﬀet
indirect lors de cette première phase est lié à la croissance des lentilles d'eau. En eﬀet, lors de
la première semaine d'exposition, la croissance des lentilles d'eau est aﬀectée par le cadmium. Le
prélèvement de nutriments dans le milieu en présence de cadmium est donc moins important ce qui
peut favoriser la croissance des algues. D'un autre côté, lors de cette première semaine, la survie des
daphnies n'est pas encore aﬀectée et les daphnies n'ont pas encore atteint leur maturité sexuelle,
donc il n'y a pas de variation de la population de daphnies d'un microcosme à l'autre. Par contre,
on peut que supposer le taux d'ingestion des algues par les daphnies est légèrement réduit à ces
concentrations [158].
Après J12, la croissance moyenne des algues est plutôt inhibée par rapport aux témoins, aux
faibles concentrations en cadmium alors qu'elle est plutôt favorisée aux plus fortes concentrations. Ce
résultat peut être expliqué par des combinaisons variables d'eﬀets aux conséquences contradictoires
que sont l'inhibition directe de la croissance des algues par le cadmium d'une part et la diminution de
la prédation par les invertébrés ainsi que de la compétition avec les lentilles d'eau - qui entrainent une
augmentation de la densité algale - d'autre part. Suivant le poids de chaque inhibition, la position
du témoin par rapport aux autres traitements varie.
Réplicabilité
Le cadmium n'augmente pas la variabilité de la densité algale entre réplicats à un jour donné.
Dans l'essai S, le coeﬃcient de variation moyen sur l'ensemble des traitements et l'ensemble des jours
est de 44% (ET = 31%, CV = 71%) alors qu'il est de 19% (ET = 11%, CV = 56%) dans l'essai D.
Dans l'essai S, il n'y a pas de diﬀérence signiﬁcative de variabilité entre les coeﬃcients de variation
en fonction de la concentration en cadmium (anova, p = 0.08).
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4.2.2 Lentilles d'eau
4.2.2.1 Systèmes témoins
Evolution
Essai statique
Le nombre de frondes moyen à J21 dans les microcosmes statiques témoins est de 96 (CV =
35%).
Dans la thèse de Triﬀault-Bouchet [160], le nombre moyen de frondes atteint à J30 dans les
microcosmes témoins de 5 expériences était de 91 (CV = 53%).
Dans 4 des microcosmes statiques témoins, la croissance des lentilles d'eau suit un modèle logis-
tique. On observe une phase d'accélération de l'augmentation de la taille de la population, un point
d'inﬂexion puis une phase de décélération. On peut supposer que dans les microcosmes statiques,
la croissance est limitée par l'épuisement progressif en éléments nutritifs, en particulier en phos-
phore. Le jour auquel le point d'inﬂexion est atteint varie suivant les systèmes. Dans un système, la
croissance n'est pas limitée, le point d'inﬂexion n'est pas atteint au cours des 21 jours de l'essai, la
croissance reste dans la phase exponentielle.
On montre qu'il existe une forte corrélation positive entre la concentration en orthophosphate à
J14 et le nombre de frondes à partir de J14 (R = 0.70, 0.98, 0.96 à J14, J17 et J21). Ceci semble
bien conﬁrmer l'hypothèse d'une limitation de la croissance des lentilles d'eau par le phosphore dans
certains microcosmes à partir de J14.
Il existe également une forte corrélation positive entre la concentration en ammonium et le
nombre de frondes. Cette corrélation est croissante au cours de l'essai : R = 0.67, 0.81 et 0.91 à J7,
J10 et J21 respectivement. La croissance des lentilles d'eau est donc favorisée en ﬁn d'essai par la
présence d'éléments nutritifs.
Interactions
Nous ne pouvons pas mettre directement en évidence la compétition entre les algues et les lentilles
d'eau car nous n'avons pas de mesure directe de la croissance algale. Néanmoins, on observe par
exemple une forte corrélation positive entre le nombre de daphnies et le nombre de frondes au début
de l'essai (R = 0.87 à J7). Dans une expérience préliminaire, réalisée au CEAEQ avec seulement les
organismes pélagiques dans l'eau (E2), on remarquait que la croissance des lentilles d'eau était plus
importante dans les systèmes contenant des daphnies que dans ceux qui en étaient dépourvus. Cette
corrélation est surement en lien avec le contrôle de la population algale par les daphnies.
Szabo et ses collaborateurs montrent qu'il existe une compétition entre les algues et les len-
tilles d'eau [154]. Les espèces étudiées ne sont pas les mêmes que celles utilisées dans les essais en
microcosme, mais il est vraisemblable que les mécanismes de compétition soient similaires. D'après
Szabo et al. [154], la croissance de Lemna gibba est fortement inhibée par diﬀérentes espèces d'algues
unicellulaires (Scenedesmus conspicua, Chlorella sp., Chlamydomonas sp.). La chlorophylle contenue
dans les frondes diminue également en présence d'algues. Cette inhibition est principalement due
(1) à la consommation par les algues de certains éléments nutritifs majeurs (N et P) et des éléments
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Figure 4.19  Evolution du nombre de frondes total de lentilles d'eau au cours des essais sans et
avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme
durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre traitements
représentées par des étoiles)
traces (Fe et Mn) ainsi que (2) à l'augmentation du pH induite par l'activité photosynthétique des
algues. Ils classent les sources d'inhibition de la croissance des lentilles ainsi :
Re´ductionN > augmentation pH > re´ductionP > re´ductionFe > re´ductionMn
L'impact des algues sur la croissance des lentilles est plus important lorsque la croissance algale
n'est pas favorisée, par exemple dans les milieux peu chargés en azote ou lorsque la luminosité est
faible.
Essai dynamique
Le nombre de frondes moyen à J21 dans les microcosmes dynamiques témoins est de 232 (CV =
10%). La croissance des lentilles d'eau est donc plus de 2 fois plus importante avec renouvellement
d'eau que dans les systèmes statiques (ﬁgure 4.19). On peut mettre en évidence un eﬀet signiﬁcatif
du renouvellement d'eau sur le nombre de frondes et la longueur des racines de lentilles d'eau à J21
(test de Wilcoxon, p = 0.016 et p = 0.019 respectivement). On peut supposer que le renouvellement
d'eau permet principalement de limiter l'épuisement du milieu en éléments nutritifs et en particulier
en phosphore. Le renouvellement de l'eau permet également d'évacuer des substances qui pourraient
s'accumuler dans l'eau et ainsi limiter la croissance des lentilles d'eau. L'éclairement plus important
dans l'expérience avec renouvellement de l'eau a également pu favoriser la croissance des lentilles
d'eau.
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Comparaison aux essais monospéciﬁques
La croissance des lentilles témoins est plus faible dans l'essai S que dans les essais mono-
spéciﬁques. A J10, le nombre de frondes atteint une moyenne de 165 dans les témoins d'un essai
mono-spéciﬁque préliminaire, alors qu'il n'est que de 37 dans les microcosmes témoins au cours de
l'expérience S. Ceci peut être expliqué par une concentration en éléments nutritifs disponibles pour
les lentilles d'eau plus faible dans les essais en microcosme par rapport à l'essai mono-spéciﬁque.
Réplicabilité
Dans l'essai S, la variabilité du nombre de frondes témoins, à chaque jour de mesure, augmente
presque linéairement avec le temps.
La variabilité à J10 est plus faible dans l'essai mono-spéciﬁque préliminaire FLm (CV = 1%)
que dans l'essai en microcosme S (CV = 14%). La plus grande variabilité dans l'essai en microcosme
peut être expliquée par la plus grande complexité et le plus grand nombre d'interactions dans le
système.
Par contre, la croissance des lentilles d'eau est beaucoup moins variable lorsque l'eau est renou-
velée. A J21, le coeﬃcient de variation du nombre total de frondes est de 10% avec renouvellement
d'eau et de 35% sans renouvellement. Si l'on admet qu'il existe une compétition entre les lentilles
d'eau et les algues, au détriment des lentilles d'eau, on peut émettre l'hypothèse que la stabilisation
de la densité algale contribue à la diminution de la variabilité de la croissance des lentilles d'eau.
4.2.2.2 Eﬀet du cadmium
Nous avons suivi diﬀérents paramètres pour évaluer l'eﬀet du cadmium sur la croissance des
lentilles d'eau : le nombre de frondes au cours du temps ainsi que la masse fraîche, la surface des
frondes et la longueur des racines à la ﬁn de l'essai (ﬁgures 4.20 et 4.21).
Nous avons estimé les NOEC et EC50 à la ﬁn des expériences S et D en fonction des concentra-
tions nominales (C), des concentrations moyennes mesurées à J0 (C0) et des concentrations moyennes
mesurées durant la phase d'exposition des organismes (Cm) (tableau 4.5).
Essai statique
Dans l'essai en microcosme statique, aucun eﬀet signiﬁcatif du cadmium sur le nombre de frondes
de lentilles d'eau n'a pu être mis en évidence en ﬁn d'essai (anova, p = 0.30). Par contre, nous avons
pu mettre en évidence un eﬀet très signiﬁcatif sur les autres traits dès la première concentration
testée (Cm = 1.5 µg.l−1), que l'on considère la relation dose-réponse monotone ou non (test de
Williams ou Dunnett), excepté pour la surface des frondes.
Il n'a été possible d'estimer une EC50 avec le modèle logistique à 3 paramètres que pour le
paramètre longueur des racines. L'importante variabilité des autres paramètres dans les systèmes
témoins pourrait expliquer ce résultat. Les coeﬃcients de variation dans les systèmes témoins sont
respectivement de 35%, 31% et 36% respectivement pour le nombre de frondes, la masse fraîche
totale et la surface des frondes alors qu'il n'est que de 12% pour le paramètre longueur maximale
des racines. La ECm50 à J21 a été estimée à 4.3 µg.l−1.
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Figure 4.20  Eﬀet de la concentration moyenne en cadmium dans l'eau mesurée pendant la période
d'exposition (µg.l−1) sur la croissance des lentilles d'eau (nombre de frondes, masse fraîche totale,
surface couverte par les frondes et longueur maximale de racines) à la ﬁn des essais en microcosme
statique (S) et avec renouvellement d'eau (D) (boxplot)
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Figure 4.21  Inhibition de la croissance des lentilles d'eau (nombre de frondes, masse fraîche totale,
surface couverte par les frondes et longueur maximale des racines) à la ﬁn des essais en microcosme
statique (S = ECd4) et avec renouvellement d'eau (D=ECd5), en fonction de la concentration
moyenne mesurée dans l'eau pendant la période d'exposition (points expérimentaux et modèles
logistiques à 3 paramètres)
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Table 4.5  Eﬀet du cadmium sur la croissance des lentilles d'eau (nombre de frondes, masse fraîche
totale (mg), surface couverte par les frondes (%) et longueur maximale des racines (cm)) à la ﬁn des
essais en microcosme statique (S) et avec renouvellement d'eau (D) (concentrations en µg.l−1)
essai test transfo. NOEC NOEC0 NOECm EC50 EC050 ECm50
S Nb frondes anova - >80 >22.1 >11.3 - - -
Masse fraîche Dunnett - 610 63.0 61.5 - - -
William 610 63.0 61.5
Surface frondes Dunnett log 10 3.0 1.5 - - -
William 610 63.0 61.5
Longueur racines Dunett - 610 63.0 61.5 32.4 9.1 4.3
William 610 63.0 61.5
D Nb frondes Dunnett - 1.25 0.7 0.5 5.5 3.7 2.6
William 61.25 60.7 60.5
Masse fraîche Dunnett - 2.5 1.6 1.1 5.0 3.5 2.4
William 61.25 60.7 60.5
Surface frondes Dunnett - 1.25 0.7 0.5 5.5 3.8 2.5
William 61.25 60.7 60.5
Longueur racines Dunnett log 2.5 1.6 1.1 7.8 5.4 4.1
William 1.25 0.7 0.5
Table 4.6  Concentrations d'eﬀet du cadmium sur les lentilles d'eau dans les essais mono-
spéciﬁques. NOEC et LOEC (anova et test de Dunnett, transfo : transformation des données),
EC10, EC20, EC50, en µg.l−1 (modèle logistique à 3 paramètres, erreur standard entre parenthèse)
Paramètre J labo exp. transfo NOEC LOEC EC10 EC20 EC50
nb frondes 7 CEAEQ 1 - 200 400 101 (62) 169 (75) 410 (102)
LSE 1 log 100 200 77 (38) 132 (47) 326 (64)
10 CEAEQ 1 - 200 400 109 (25) 160 (27) 305 (29)
CEAEQ 2
√
d < 50 650 54 (12) 80 (13) 158 (12)
LSE 1 log 100 200 107 (19) 150 (19) 265 (16)
masse fraîche 10 CEAEQ 1 - 50 100 44 (13) 67 (15) 136 (21)
totale CEAEQ 2 - 100 200 92 (15) 111 (13) 155 (10)
masse sèche 10 CEAEQ 1 - 200 400 108 (36) 153 (38) 277 (40)
totale CEAEQ 2 - 100 200 75 (16) 101 (15) 167 (13)
LSE 1 - 50 100 92 (17) 135 (18) 256 (18)
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Selon les expériences réalisées par Bishop et Perry [22], pour 4 polluants sur 5, dont le cuivre, la
longueur des racines est le paramètre le plus sensible. Mais ils soulignent qu'utiliser ce paramètre pour
estimer la croissance des lentilles d'eau génère plusieurs problèmes. Cette mesure est chronophage
et diﬃcile à réaliser étant donnée la fragilité des racines de Lemna minor. De plus ils soulèvent la
question du rôle fonctionnel de la racine dans la croissance des lentilles d'eau, car il a été montré
que les frondes peuvent capter des nutriments directement et les lentilles peuvent croître dans des
milieux qui bloquent la croissance des racines. Ils remettent également en cause l'évaluation de la
croissance des lentilles par pesée, l'écart reﬂétant, selon eux, souvent une diﬀérence de teneur en
amidon plutôt qu'une diﬀérence de croissance. Les mesures les plus sûres pour estimer la croissance
des lentilles seraient donc le nombre (ou la surface) des frondes.
Dans l'essai S, on observe également un eﬀet du cadmium sur la réplicabilité du nombre de
frondes dans les microcosmes en ﬁn d'essai. A J21, le coeﬃcient de variation du nombre de frondes
pour les diﬀérents traitements décroît de 35% à 7% à mesure que la concentration nominale en
cadmium augmente.
Essai dynamique
Dans l'essai en microcosme avec renouvellement d'eau, nous avons pu mettre en évidence un eﬀet
très signiﬁcatif du cadmium sur l'ensemble des paramètres mesurés sur les lentilles d'eau à J22 à
partir de concentrations moyennes comprises entre 0.5 et 2.2 µg.l−1. Les ﬁgures 4.22 et 4.23 mettent
bien en évidence l'eﬀet du cadmium sur la surface couverte par les frondes. La longueur des racines
est, dans cette expérience, le paramètre le moins sensible (ECm50 = 4.1 µg.l−1 de Cd). A la ﬁn de
l'essai D, le nombre de frondes (ECm50 = 2.6 µg.l−1 de Cd), la surface des frondes (ECm50 = 2.4
µg.l−1 de Cd) et la masse fraîche (ECm50 = 2.5 µg.l−1 de Cd) sont des paramètres aussi sensibles.
Essais mono-spéciﬁques
Des essais mono-spéciﬁques d'inhibition de la croissance des lentilles d'eau par le cadmium ont
été réalisés dans les deux laboratoires (essais Lm1 et Lm2 au CEAEQ et FLm au LEHNA). Les
paramètres suivis étaient le nombre de frondes au cours du temps et la masse sèche au temps ﬁnal
(J10). Au CEAEQ, la masse fraîche ﬁnale a également été mesurée. La masse par fronde a été calculée
à partir des mesures précédentes. Nous avons également observés, lors des diﬀérentes expériences,
que le cadmium aﬀectait la longueur des racines des lentilles d'eau. Mais ce paramètre n'a pas été
suivi quantitativement dans les essais mono-spéciﬁques. Il a par contre été mesuré dans les essais en
microcosme.
Le tableau 4.6 rassemble les valeurs des NOEC, LOEC et EC10, EC20, EC50 estimées pour
diﬀérentes expériences. Ces valeurs ont été déterminées à partir de la concentration nominale en
cadmium dans l'eau.
L'eﬀet du cadmium sur la masse sèche moyenne par fronde ne peut être modélisé de la même
manière que les autres paramètres biologiques aﬁn de calculer une EC50.
Les EC50 (J10) estimées pour l'ensemble de ces expériences et des paramètres mesurés sont
comprises entre 136 et 305 µg.l−1 de Cd. Drost et al. [62] estiment la EC50 (J7) à 214 µg.l−1 de Cd
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Figure 4.22  Inhibition de la croissance des lentilles d'eau dans les microcosmes avec renouvelle-
ment d'eau (D) en fonction de la concentration nominale en cadmium dans l'eau entrante (points
expérimentaux et modèle logistique à 3 paramètres)
Figure 4.23  Photographie montrant l'impact du cadmium (C : concentration nominale en cad-
mium en µg.l−1) sur la croissance des lentilles d'eau à la ﬁn (J22) de l'expérience avec renouvellement
d'eau D
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et Kwan et Smith [105] estiment la EC50 (J10) à 169 µg.l−1 de Cd. Ces concentrations d'eﬀet sont
comprises dans l'intervalle des valeurs issues de nos expériences.
Inﬂuence de l'exposition
Il peut paraître surprenant que le cadmium ait un eﬀet à des concentrations bien plus faibles
dans les essais en microcosme que dans les essais mono-spéciﬁques. La diﬀérence de concentration
d'eﬀet peut tout d'abord être expliquée par la diﬀérence de durée d'exposition. En eﬀet, l'expérience
D conﬁrme que l'eﬀet du cadmium sur le nombre de frondes évolue avec la durée d'exposition (ﬁgure
4.22). Les EC50 à J7, J10, J14, J17 et J22 sont respectivement de 22.8, 17.1, 11.0, 7.1 et 5.3 µg.l−1
(modèle logistique à 3 paramètres corrigé). Or les essais mono-spéciﬁques standards de toxicité
chronique sur les lentilles d'eau n'ont été réalisés que sur 10 jours.
Cependant, cet argument n'est pas suﬃsant pour expliquer les écarts observés entre les essais
mono-spéciﬁques et les essais en microcosme. Les écarts peuvent être expliqués par une diﬀérence
d'exposition des lentilles et notamment une diﬀérence de spéciation du cadmium dans le milieu. Dans
l'essai mono-spéciﬁque, le milieu SIS contient de l'EDTA. Or il a été montré que l'EDTA diminuait la
sensibilité des essais en complexant une partie des métaux [58]. Un calcul de spéciation permettrait
d'estimer la concentration en ions Cd2+ libres dans le milieu SIS pour chaque traitement. Les NOEC
des diﬀérentes expériences seraient probablement beaucoup plus proches si elles étaient exprimées
en fonction de la concentration en cadmium libre en solution.
On observe également une diﬀérence entre les résultats des essais en microcosme avec et sans
renouvellement d'eau : on détecte des eﬀets pour des concentrations plus basses avec renouvellement
d'eau. Néanmoins, cette diﬀérence est faible si l'on calcule les seuils à partir de la concentration
moyenne en cadmium mesurée dans l'eau durant la phase d'exposition (Cm). L'utilisation de la
concentration moyenne Cm semble être adaptée à la comparaison des expériences, cependant, elle
ne reﬂète pas les proﬁls d'exposition. Comme nous l'avons vu dans la section 4.1.1, la concentration
totale en cadmium dans l'eau évolue fortement au cours du temps dans l'essai statique alors qu'elle
est pratiquement constante dans l'expérience avec renouvellement d'eau. Le calcul de NEC (No Eﬀect
Concentration) avec un modèle permettant d'intégrer les diﬀérents proﬁls d'exposition, comme cela
a été réalisé pour les daphnies (section 4.2.3), permettrait une meilleure comparaison des résultats.
La spéciation du cadmium en solution est également diﬀérente entre les expériences S et D. Bien
que la composition de l'eau soit initialement identique dans les deux expériences, le renouvellement
de l'eau stabilise les paramètres physico-chimiques de la colonne d'eau des microcosmes (section
4.1). La teneur en carbone organique dissous n'a pas pu être mesurée dans l'expérience D, l'appareil
ne fonctionnant pas, mais on peut supposer qu'elle était stabilisée par le renouvellement d'eau, tout
comme la dureté. Or ces deux paramètres augmentent fortement dans les systèmes statiques et il a
été montré qu'ils conduisaient tous deux à réduire la sensibilité des essais.
Inﬂuence du développement des organismes
Des hypothèses relatives au développement des lentilles d'eau pourraient également expliquer les
diﬀérences observées entre les essais S et D. Comme nous l'avons vu précédemment, la croissance des
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lentilles d'eau témoins est favorisée par le renouvellement d'eau. On peut émettre l'hypothèse que
le stress occasionné par le cadmium sur la croissance est donc mis en évidence pour de plus faibles
concentrations.
Inﬂuence de la réplicabilité
Il est plus diﬃcile de mettre en évidence des eﬀets signiﬁcatifs du cadmium sur les lentilles d'eau
dans l'expérience S que dans l'expérience D. Ceci peut être expliqué par la plus forte variabilité
des résultats dans l'essai statique. Nous avons vu qu'en dehors de la longueur maximale des racines
de lentilles d'eau, les coeﬃcients de variation moyen des paramètres mesurés sur les lentilles d'eau
témoins sont compris entre 31 et 36% à la ﬁn de l'essai S. A la ﬁn de l'expérience D (J22), les
paramètres mesurés sur les lentilles d'eau sont plus réplicables. Le nombre de frondes est le paramètre
le moins variable (CV par traitement entre 8 et 10%, CVmoyen = 9%), suivi de la surface couverte
par les frondes (CV ⊂ [4%, 16%], CVmoyen = 10%) puis de la longueur maximale des racines (CV
⊂ [5%, 22%], CVmoyen = 11%) et de la masse fraîche totale (CV ⊂ [4%, 23%], CVmoyen = 12%).
4.2.3 Daphnies
4.2.3.1 Survie des daphnies
Systèmes témoins
Les conditions expérimentales mises en place se sont avérées favorables à la survie des daphnies
témoins (ﬁgure 4.24). Le pourcentage de survie des daphnies mères témoins en ﬁn d'expérience
(J20) est de 92% (CV = 9%) dans l'essai S et de 98 % (CV = 5%) dans l'essai D. Dans l'essai avec
renouvellement d'eau, les daphnies témoins sont plus colorées, plus mobiles. Elles semblent donc être
en meilleure forme, bien que ces critères soient qualitatifs.
Apport du développement de l'essai LAMs
La survie dans l'essai S est très bonne et peu variable en regard des autres essais LAMs réalisés
au LEHNA ou au CEAEQ. On peut supposer que ce progrès est dû aux améliorations expérimentales
apportées au cours de la thèse.
Dans les essais LAMs réalisés en dehors de cette thèse, la survie des daphnies mères dans les
microcosmes témoins est généralement supérieure à 80% [160, 41, 132]. Dans certains microcosmes,
elle est néanmoins plus faible. Dans l'étude réalisée par Renard [134], la survie moyenne des daph-
nies mères témoins à 21 jours dépasse à peine 70%. Il arrive même que toutes les daphnies d'un
microcosme témoin meurent en cours d'essai. Dans un essai antérieur réalisé au LEHNA, la survie
en ﬁn d'essai atteignait à peine 5%.
La variabilité de la survie des mères dépend de l'expérience. Elle va d'environ 10% à 70%, voire
200% pour une expérience où la mortalité était très forte. Dans l'essai TBT3, réalisé par Triﬀault-
Bouchet au CEAEQ en 2006 (non publié), la survie moyenne à J28 est de 87% (CV = 12.4%) alors
qu'elle est encore de 96% (CV = 8.3%) à J21. La diminution de la survie en ﬁn d'expérience peut
être expliquée par le fait que, lors de la 4ème semaine d'essai, la concentration algale devient très
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Figure 4.24  Evolution du nombre de daphnies mères vivantes au cours des essais sans et avec
renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme
durant la période d'exposition (points expérimentaux)
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Figure 4.25  Evolution de la longueur des daphnies mères au cours des essais sans et avec renou-
vellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme durant la
période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre traitements représen-
tées par des étoiles)
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Table 4.7  Coeﬃcients de variation CV (%) de la survie, la croissance et la reproduction (nombre
de jeunes par mère cumulés) des daphnies pour les expériences S et D à diﬀérents temps, en fonction
du traitement
ECd4 ECd5
0 10 20 0 1 2 5 10
Survie J7 9 17 25 0 0 5 0 6
J14 9 17 25 5 5 5 0 17
J20 9 17 25 5 5 5 0 37
Croissance J7 16 11 14 4 8 4 8 3
J14/16 4 5 9 3 3 2 8 4
J20/21 11 6 8 3 2 2 7 4
moy. 14 16 9 3 5 3 7 4
Reproduction J10 22 27 24 4 6 9 23 35
J14 20 41 39 6 6 7 8 29
J17 29 33 28 4 13 9 6 16
J20 35 24 25 3 19 8 10 8
moy. 26 31 29 4 11 8 12 22
Table 4.8  Survie des daphnies dans diﬀérents essais en microcosme réalisés au cours de la thèse
(tthe`se : temps écoulé depuis le premier jour de la thèse, n°essai : numéro de l'essai réalisé par le
même expérimentateur, m : moyenne, CV : coeﬃcient de variation)
essai tthe`se n°essai n J m (%) CV (%)
E5 147 6 6 14 33 103
EV 258 7 8 21 40 88
ECd1 300 9 9 21 76 44
ECd2 327 10 6 19 90 12
22 75 45
S 976 26 5 20 92 9
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faible dans les microcosmes. C'est pour cette raison que nous avons raccourci la durée d'exposition
de l'essai statique à 21 jours.
Dans le tableau 4.8, on observe que la survie des daphnies mères augmente et que la variabilité
de ce paramètre diminue avec l'expérience de l'expérimentateur.
Apport du renouvellement d'eau sur la survie des daphnies
Les tests statistiques utilisés (test du log-rank ou modèle de Cox) ne permettent pas de mettre
en évidence un eﬀet du renouvellement d'eau sur la survie des daphnies mères témoins au cours
de l'expérience (p > 0.2). Par contre, avec le cadre de modélisation développé par les collègues du
LBBE nous avons obtenu un taux de mortalité plus important dans l'essai S que l'essai D (ﬁgure
4.26 et tableau 4.11), ce qui signiﬁe que la survie des daphnies dans l'essai D est meilleure que dans
l'essai S, indépendamment des conditions d'exposition [21].
Eﬀet du cadmium
Essai statique S
Dans l'expérience S, l'eﬀet du cadmium sur la survie des daphnies initialement introduites est
aigu. Les jeunes daphnies les plus faibles meurent dans les 3 premiers jours d'essai, puis les popula-
tions de mères de stabilisent (ﬁgure 4.24). Il est donc approprié d'exprimer également les résultats
en fonction de la concentration à J0 (C0). Les NOEC, NOEC0 et NOECm sont respectivement de
10, 3 et 1.5 µg.l−1 de J3 à J20 (tableau 4.9). A J20, la LC050 (J20) est de 4.6 µg.l−1.
Les coeﬃcients de variation de la survie des daphnies mères augmentent avec la concentration
en cadmium. Dans l'expérience S, les coeﬃcients de variation sont respectivement de 9%, 17% et
25% pour les concentrations moyennes (Cm) de 0, 1.5 et 2.5 µg.l−1.
Comparaison à d'autres essais statiques
D'après Enserink et ses collaborateurs [67], pour des D. magna exposées au cadmium durant 21
jours, les LC50 sont comprises entre 3.3 et 8.3 µg.l−1 (dureté de 225 mg.l−1 de CaCO3). D'après les
expériences de Suedel et ses collaborateurs (1997), la NOEC est de 5 µg.l−1 et la LC50 est comprise
entre 8.6 et 9.9 µg.l−1de cadmium après 7 à 14 jours d'exposition (dureté de 69 - 87 mg.l−1 de
CaCO3) [151]. Nos résultats sont donc cohérents avec les données issues de ces travaux antérieurs.
La rapide mortalité des daphnies est cohérente avec les résultats de Suedel et al. [151], qui
montrent que, passé une semaine, la durée d'exposition (7, 10 ou 14 jours) des daphnies D. magna
au cadmium n'a pas d'impact sur la survie des daphnies. Ce résultat peut être expliqué par le schéma
de contamination. En eﬀet, dans l'expérience sans renouvellement d'eau, les daphnies sont exposées à
des concentrations décroissantes en cadmium dans le temps (section 4.1.1). Pour indication, d'après
le modèle exponentiel retenu pour modéliser l'évolution de la concentration en cadmium totale dans
la colonne d'eau dans l'expérience S (équation 4.1), il reste 17% de la concentration initiale dans
l'eau, 3 jours après l'introduction des organismes. Les daphnies ayant survécu aux premiers jours
d'exposition n'ont donc pas connu d'eﬀets sublétaux trop sérieux et/ou ont été capables de mettre
en place des mécanismes de réparation leur permettant de survivre jusqu'à la ﬁn de l'essai. En eﬀet,
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Table 4.9  Eﬀet chronique du cadmium sur la survie des daphnies en fonction du temps d'exposition
(NOEC et LCx en µg.l−1 ; C : concentration nominale ; C0 : concentration à J0 ; Cm : concentration
moyenne mesurée de J0 à J20)
Exp. J NOEC NOEC0 NOECm LCm10 LCm20 LCm50
S 2 20 5.8 2.5 1.0 1.7 4.3
3 10 3.0 1.5 0.6 1.0 2.2
7 10 3.0 1.5 0.6 1.0 2.1
10 10 3.0 1.5 0.6 1.0 2.0
14 10 3.0 1.5 0.6 1.0 2.0
20 10 3.0 1.5 0.5 0.8 1.8
D 2 >10 >7.9 >5.8 - - -
7 >10 >7.9 >5.8 - - -
10 >10 >7.9 >5.8 6.2 13.7 53.3
14 5 3.8 2.3 4.2 6.9 16.3
20 5 3.8 2.3 3.2 4.7 8.8
Table 4.10  Concentrations en cadmium au jour d'introduction des organismes (C0) et concentra-
tions moyennes sur la période d'exposition (Cm) entraînant 10, 20 et 50% d'inhibition de la survie,
croissance et reproduction des daphnies femelles à la ﬁn des expériences S et D (µg.l−1)
Exp. EC010 EC020 EC050 ECm10 ECm20 ECm50
Survie S 0.9 1.5 3.8 0.5 0.8 1.8
D 4.2 5.8 10.1 3.2 4.7 8.8
Croissance S 2.7 3.6 - 1.9 2.7 -
D 6.0 8.6 - 5.2 7.3 -
Reproduction S 2.0 3.1 6.3 1.1 1.5 2.7
D 3.5 4.3 6.0 2.0 2.8 4.8
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chez les cladocères Daphnia magna, les métallothionéines sont induites par l'exposition au cadmium
et cette induction dépend de la concentration d'exposition [83, 70]. Or les métallothionéines jouent
un rôle important dans les mécanismes de contrôle homéostatiques des éléments essentiels et les
processus de détoxication des métaux non essentiels [6], en particulier la détoxication du cadmium
chez Daphnia magna [74].
Essai dynamique
Dans l'expérience D, l'eﬀet est chronique (ﬁgure 4.24). Il semble donc plus approprié d'exprimer
l'eﬀet en fonction des concentrations moyennes mesurées durant la durée d'exposition (Cm). L'ex-
périence permet de mettre en évidence un eﬀet statistiquement signiﬁcatif du cadmium sur la survie
des daphnies mères à partir du 14e`me jour d'exposition pour la concentration testée la plus élevée
(test de Cochran). La NOECm à J14 et J20 est donc de 2.3 µg.l−1 (NOEC0 = 3.8 µg.l−1 ; NOEC =
5 µg.l−1). Sur la période d'essai, aucun impact sur la survie des daphnies mères n'a pu être mis en
évidence pour les concentrations moyennes (Cm) inférieures ou égales à 2.3 µg.l−1. La LCm50 (J20)
est de 8.8 µg.l−1 (tableau 4.9).
Il y a peu d'eﬀets létaux dans cette dernière expérience car les concentrations testées sont faibles
et les daphnies se développent bien en condition témoin. L'apparition d'eﬀets chroniques peut être
expliquée par le proﬁl de contamination. Grâce à l'apport de cadmium en continu, la concentration en
cadmium dans l'eau diminue peu au cours du temps ce qui nous a permis de tester des concentrations
initiales plus faibles que dans l'expérience S.
Comparaison des expériences S et D
Il est diﬃcile de comparer les valeurs de NOEC ou LCx des deux expériences car les proﬁls
de contamination sont très diﬀérents. C'est pourquoi la modélisation développée par Billoir et al.
[20], qui prend en compte la dynamique d'exposition, est particulièrement intéressante. Elle permet
donc de comparer des expériences entre lesquelles le patron d'exposition diﬀère. Les NECs estimées
pour la survie sont très proches dans les deux expériences (ﬁgure 4.26). La NECs de l'essai D est
légèrement supérieure à celle de l'essai S [20].
4.2.3.2 Croissance des daphnies
Systèmes témoins
La taille des daphnies mères témoins se stabilise vers la ﬁn de la deuxième semaine et atteint,
à J20, 5.0 mm en moyenne (CV = 11%) dans l'essai S et 5.2 mm (CV = 3%) dans l'essai D.
Dans l'expérience D, la croissance moyenne est donc supérieure et la variabilité plus faible pour ce
paramètre. Nous n'avons cependant pas pu mettre en évidence de diﬀérence de croissance entre les
expériences S et D par les tests statistiques classiques aux diﬀérents temps de mesure (p > 0.12).
Par contre, d'après le cadre de modélisation dynamique, la longueur maximale de daphnies (Lm) est
supérieure dans l'essai D (5.5 mm [5.1 - 5.9]) par rapport à l'essai S (5.1 mm [4.8 - 5.5]) (tableau
4.11).
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Table 4.11  Paramètres du cadre de modélisation dynamique développé par Billoir et al. [21]. Les
5 premiers paramètres sont non-toxicologiques, les suivants sont les paramètres toxicologiques.
Figure 4.26  Distribution des paramètres du cadre de modélisation a priori (lignes pointillé) et
a posteriori obtenues à partir de l'expérience statique S (TV, rouge) ou dynamique D (CST, bleu)
[21]
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Eﬀet du cadmium
On observe un eﬀet monotone du cadmium sur la croissance des daphnies femelles (ﬁgure 4.25).
Un eﬀet global statistiquement signiﬁcatif peut être mis en évidence (anova) après 14 et 20 (ou
21) jours d'exposition dans les deux expériences et également après une semaine d'exposition dans
l'expérience avec renouvellement d'eau D.
Dans l'expérience S, à J20, la croissance des daphnies dans les microcosmes contaminés diﬀère
statistiquement de celle des témoins pour toutes les concentrations si l'on utilise un test paramétrique
en supposant que la relation dose-réponse est monotone (test de Williams). Par contre, si on utilise
un test paramétrique sans supposer que la relation est monotone (test de Dunnett) ou si on utilise
un test non paramétrique en supposant la relation monotone (Jonckheere-Terpstra), on obtient une
NOECm(J20) de 1.5 µg.l−1.
Dans l'expérience D, à J21, on montre que la croissance des daphnies exposées au cadmium
diﬀère statistiquement de celle des daphnies témoins pour tous les traitements, quelle que soit la
méthode statistique employée (William, Dunnett, Jonckheere, Dunn's test).
La croissance des daphnies est plus variable dans l'expérience S que l'expérience D. Les coeﬃcients
de variations moyens sur l'expérience sont de 16% et 9% pour les concentrations moyennes 1.5 et
2.5 µg.l−1 dans l'expérience S et de 5%, 3%, 7% et 4% pour les diﬀérents traitements de l'expérience
D, par ordre croissant de contamination.
Les concentrations pour lesquelles on observe 10 ou 20% d'eﬀet sur la croissance sont calculées
à partir de la taille des daphnies femelles survivantes et exprimées en fonction de la concentration
moyenne durant la période d'exposition. Les ECm50 ne sont pas données car aucune daphnie survi-
vante n'avait une taille inférieure à 67% de la taille moyenne des daphnies témoins à J21. Les ECm20
sont respectivement de 2.7 et 7.3 µg.l−1 en ﬁn des expériences S et D (tableau 4.10).
Les NECGR estimées avec le cadre de modélisation dynamique sont pratiquement identiques dans
les deux expériences (tableau 4.11 et ﬁgure 4.26).
4.2.3.3 Reproduction des daphnies
Systèmes témoins
Les daphnies néonates apparaissent à partir de J8 dans l'expérience S et J7 dans l'expérience D.
A J20, le nombre de daphnies ﬁlles par mère cumulé est de 105 (CV = 36%) dans l'expérience S et
de 138 (CV = 4%) dans l'expérience D (ﬁgure 4.27).
Amélioration de l'essai statique
D'après la synthèse réalisée par Clément [53] sur les essais LAMs antérieurs à cette thèse, en
excluant 6 essais sur 24 pour lesquels la reproduction est anormalement basse, le nombre de jeunes
cumulé par mère témoin est d'environ 50 au cours d'un essai. Les coeﬃcients de variation moyens
sont compris entre 40 et 52%. Nous avons donc réussi à augmenter le taux de reproduction et à
diminuer la variabilité de ce paramètre en améliorant la méthodologie d'essai LAMs. La variabilité
de ce paramètre reste néanmoins élevée.
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Figure 4.27  Evolution du nombre de néonates par daphnie mère cumulé au cours des essais sans et
avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le microcosme
durant la période d'exposition (points expérimentaux et diﬀérences signiﬁcatives entre traitements
représentées par des étoiles)
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Figure 4.28  Nombre de jeunes daphnies par mère cumulé à la ﬁn des expériences S (ECd4) et
D (ECd5) en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans l'eau au cours de la période
d'exposition (points expérimentaux et modèle logisitique à 3 paramètres)
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Apport du renouvellement d'eau
La reproduction moyenne des daphnies en condition témoin est plus importante et surtout beau-
coup moins variable dans l'essai D par rapport à l'essai S. Nous ne pouvons mettre en évidence de
diﬀérence signiﬁcative avec les tests statistiques classiques (p > 0.1) à cause de la variabilité de ce
paramètre dans l'essai sans renouvellement d'eau. Par contre, le taux de reproduction maximum
estimé a posteriori, avec le cadre de modélisation dynamique, est supérieur dans le cas de l'essai D
(ﬁgure 4.26 et tableau 4.11). La population de daphnies se développe donc mieux dans les systèmes
où l'eau est renouvelée.
La variabilité de ce paramètre dans l'essai D n'est que de 4% ce qui est très bas par rapport à
l'ensemble des essais LAMs réalisés jusqu'à présent. Clément [53] précise qu'il est souvent diﬃcile
de mettre en évidence un eﬀet sur la reproduction des daphnies à cause de la forte variabilité de ce
paramètre. L'inhibition de la reproduction est donc un critère d'eﬀet sublétal, qui parfois ne permet
pas de mettre en évidence un eﬀet avec les tests classiques, alors même qu'il y a un eﬀet létal.
Or la reproduction des daphnies est le paramètre biologique le plus couteux, en temps de mesure,
sur l'ensemble de l'essai : pour un expérimentateur entraîné, il faut compter environ 15 minutes
de mesure par système pour les témoins. Il n'était donc pas optimal de passer autant de temps
par expérience à mesurer un paramètre qui, souvent, ne permettait pas de conclure, du fait de sa
variabilité. La forte diminution de la variabilité de ce paramètre constitue donc une avancée majeure.
Dans l'essai S, la reproduction diminue en ﬁn d'expérience : pour les témoins, le nombre moyen
de néonates par mère journalier était de 10 entre J10 et J14, de 12 entre J14 et J17 et de 5 entre
J17 et J20. Ce phénomène n'est pas observé dans l'essai D, où le nombre moyen de néonates par
mère journalier est relativement constant. Il est de 11, 9, 10 et 9 respectivement entre J8 et J11, J11
et J14, J14 et J17, J17 et J20. Dans l'essai D, la croissance de la population de daphnies témoins
peut être modélisée par une relation linéaire. On peut faire l'hypothèse que la diminution du taux
de reproduction des daphnies dans l'essai statique est due à l'épuisement du milieu en algues. Les
daphnies n'auraient alors plus assez d'énergie pour maintenir la reproduction à un taux optimal.
Selon cette hypothèse, le renouvellement d'eau, qui permet de stabiliser la concentration algale,
permettrait alors de stabiliser également le taux de reproduction des daphnies au cours de l'essai.
Eﬀet du cadmium
Essai statique
Dans l'expérience S, le nombre moyen cumulé de daphnies néonates par mère diminue avec la
concentration en cadmium : à J20, il est de 85, 57 et 10 respectivement pour les concentrations
moyennes en cadmium de 1.5, 2.5 et 5.0 µg.l−1. Cependant, aucune diﬀérence signiﬁcative entre ces
moyennes ne peut être mis en évidence avec les tests statistiques classiques au cours de l'expérience,
à cause de la variabilité des résultats (anova, p > 0.1). A J20, la ECm50 est estimée à 2.7 µg.l−1
de cadmium pour ce paramètre et la EC050 à 6.3 µg.l−1 (ﬁgure 4.28). Les ECm10 (J20) et EC010
(J20) sont estimées à 1.1 et 2.0 µg.l−1. Comme nous l'avons vu, la NECGR est estimée à 0.15 [0.05
- 1.1] µg.l−1 (tableau 4.11).
Dans l'expérience S, il n'existe pas de relation générale entre la variabilité de la reproduction et
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le temps ou la concentration en cadmium.
Essai dynamique
Dans l'expérience D, un eﬀet global du cadmium sur la reproduction des daphnies (nombre
cumulé de jeunes par mère) est mis en évidence pour tous les jours de mesure (anova, 10−6 < p <
10−10 ). L'analyse des résidus montre que l'on peut utiliser ce test paramétrique avec une nuance
à J10 où on observe une inﬂuence importante du traitement sur la répartition des résidus. L'eﬀet
du cadmium sur la reproduction des daphnies étant monotone (ﬁgure 4.27), on peut utiliser un test
de Williams pour déterminer quels traitements diﬀèrent du témoin. Mais l'utilisation de diﬀérents
tests, paramétriques ou non, supposant un eﬀet monotone ou non (Williams, Dunnett, Jonckheere,
Dunn's test), conduisent au même résultat : tous les traitements diﬀèrent du témoin. On met donc en
évidence un eﬀet du cadmium sur la reproduction des daphnies à partir de la première concentration
testée. La LOECm est donc de 0.5 µg.l−1. Nous ne sommes donc pas en mesure de déterminer une
NOEC. La NECGR est estimée à 0.14 [0.052 - 1.1] µg.l−1 (tableau 4.11).
Dans l'expérience avec un ﬂux continu d'eau, la reproduction est plus variable en présence de
cadmium que dans les témoins. La variabilité de la reproduction augmente avec la concentration en
cadmium, mais cette diﬀérence tend à s'estomper au fur et à mesure du temps (tableau 4.7). Dans
l'essai réalisé avec renouvellement d'eau, la reproduction des daphnies est tellement réplicable qu'il
semble possible de mettre en évidence une variabilité additionnelle due à la présence de contaminant
(tableau 4.7).
Comparaison des essais S et D
En considérant la reproduction, la sensibilité des daphnies au cadmium est similaire dans les
deux expériences. Les NECGR, qui intègrent le proﬁl d'exposition, sont pratiquement identiques.
Les EC050 sont également très proches dans les expériences S et D.
Par contre, il n'est pas possible d'estimer des NOEC dans l'expérience S, car la variabilité est
trop importante. Avec renouvellement d'eau, la reproduction des daphnies est moins variable dans
les systèmes témoins et contaminés (tableau 4.7). Ceci permet de mettre en évidence des eﬀets plus
ﬁns du cadmium sur la reproduction avec les tests classiques.
Comparaison à la littérature
D'après Suedel et al. [151], qui se base sur 3 études, l'eﬀet du cadmium sur la reproduction de
D. magna est mis en évidence pour des concentrations allant de 0.35 à 2.0 µg.l−1. Knops et al. [97]
estiment une EC10 à J17 de 3.1 µg.l−1 de cadmium. Guilhermino et al. [86] ont conduit des essais
monospéciﬁques de reproduction de D. magna selon les recommandations de l'OCDE. Ils estiment
la EC50 à J21 à 6.1 µg.l−1. Ces valeurs sont légèrement supérieures à nos estimations en fonction
de la concentration moyenne durant la période d'exposition mais proche des valeurs estimées en
fonction de la concentration en cadmium à J0. De plus, on ne peut comparer précisément ces valeurs
car il existe de nombreuses diﬀérences entre les essais : la composition de l'eau reconstituée (ADaM
pour [97], ASTM pour [86], EM), la présence ou non de sédiment, la présence d'autres organismes,
le renouvellement de l'eau, l'apport de contaminant, la quantité de nourriture présente, la durée
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d'exposition, ... Etant donné l'ensemble des diﬀérences entre les essais, on peut considérer que nos
résultats sont très cohérents avec ceux de la littérature.
4.2.3.4 Discussion
Comparaison des paramètres
Dans l'expérience S, la reproduction des daphnies mères témoins est moins réplicable que leur
croissance et leur survie (CVrepro > CVcroiss > CVsurv).
Dans les autres essais réalisés LAMs, la reproduction est également plus variable que la croissance.
Selon Triﬀault-Bouchet [160], le nombre moyen de daphnies ﬁlles par mère cumulé en ﬁn d'essai
(J30) va de 57 à 169, avec un coeﬃcient de variation inter-essais de 41.6%. A J22, le coeﬃcient de
variation inter-essais n'est que de 33.1%. Dans son expérience TBT3 (CEAEQ, 2006, non publié), la
reproduction moyenne à J28 est de 109 jeunes par mère, avec un coeﬃcient de variation de 51.2%.
La variabilité est souvent trop importante pour pouvoir mettre en évidence un eﬀet sur la survie ou
la reproduction des daphnies.
Interactions
Il existe une forte interaction entre les algues et les daphnies puisque les P. subcapitata sont
la principale source de nourriture des cladocères dans ces microcosmes. Ces interactions ont été
largement étudiées et modélisées dans la littérature [104, 139, 4, 55, 140]. Les autres invertébrés
(hyalelles et chironomes) se développant principalement dans le sédiment, ils ont peu d'interactions
avec les daphnies. Ils sont néanmoins en compétition pour la nourriture, comme nous l'avons vu à la
section 4.2.1. L'interaction entre les daphnies et les lentilles d'eau est (1) directe, car les racines des
lentilles d'eau sont un support de développement pour des microorganismes, source de nourriture
pour les daphnies et (2) indirecte, puisque, comme nous l'avons vu précédemment, les daphnies
impactent la croissance des lentilles d'eau en régulant la densité algale dans le milieu.
4.2.4 Hyalelles
4.2.4.1 Systèmes témoins
Essai statique
La survie moyenne des hyalelles témoins à la ﬁn de l'essai S est de 88% (CV = 11%). Ce résultat
est satisfaisant par rapport aux résultats de la littérature et aux essais préliminaires.
Lors de l'essai préliminaire ECd2, la survie moyenne sur 6 réplicats est de 85% (CV = 12%).
Dans sa thèse, Cauzzi [41] obtient des taux de survie compris entre 60 et 78% pour les témoins.
Raevel [132] obtient un taux de survie moyen dans les témoins de 80% (CV = 21.7%) mais Renard
[134] obtient seulement un taux de 60% avec une forte variabilité. Clément [53] a calculé que la survie
des hyalelles dans 271 microcosmes témoins est supérieure à 80% pour 69% des valeurs considérées.
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Figure 4.29  Nombre de hyalelles vivantes et masse fraîche individuelle en ﬁn d'essai sans et avec
renouvellement d'eau en fonction de la concentration nominale en cadmium (boxplot)
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En enlevant les valeurs de survies inférieures à 60%, il trouve une survie moyenne de 84% (CV =
20%). On peut supposer que l'expérimentateur a une inﬂuence sur la survie des hyalelles témoins.
On peut également émettre l'hypothèse que la sous-espèce et la fréquence d'apport de nourriture
inﬂuence la survie des hyalelles. En eﬀet, la moyenne de la survie à J30 dans 4 essais réalisés par
Triﬀault-Bouchet lors de sa thèse au LSE est de 96% (CV = 6%) [160]. Dans ces expériences, du
TétraMin® pilé était alors apporté 2 fois par semaine. Dans une expérience menée au CEAEQ
par Triﬀault-Bouchet (2005, non publié), avec seulement 3 apports de TétraMin® au cours de la
première semaine, la survie moyenne des hyalelles à J28 est de 68% (CV = 29%).
Essai dynamique
La survie moyenne des hyalelles en condition témoin est légèrement plus importante dans l'expé-
rience avec renouvellement d'eau. En ﬁn d'expérience, le pourcentage de hyalelles survivantes est de
93% (CV = 10%) dans l'expérience D. Nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence une
diﬀérence signiﬁcative entre les deux expériences en ce qui concerne la survie des hyalelles témoins
(p = 0.73, test de Fisher).
La croissance moyenne des hyalelles témoins en ﬁn d'expérience est plus importante et moins
variable dans l'expérience D. La masse fraîche individuelle des hyalelles témoins en ﬁn d'essai est en
moyenne de 1.4 mg (CV = 36%) dans l'expérience S et 2.0 mg (CV = 13%) dans l'expérience D.
Interactions
Les hyalelles se développent dans les deux compartiments abiotiques mais elles sont généralement
enfouies dans le sédiment. Les hyalelles sont des organismes épiphytiques, c'est à dire qu'elles trouvent
l'essentiel de leur nourriture dans les algues à la surface du sédiment et des macrophytes plutôt que
dans le matériel détritique du sédiment [53]. Elles sont en compétition avec les chironomes pour
la nourriture et éventuellement l'espace, et dans une moindre mesure avec les daphnies. D'après
l'expérience préliminaire E4 réalisée au cours de cette thèse pour évaluer l'inﬂuence de la teneur
en kaolin sur le développement des organismes benthiques, il semblerait qu'en présence d'une faible
quantité de nourriture, les chironomes se développent mieux que les hyalelles.
4.2.4.2 Eﬀet du cadmium
La survie des hyalelles est aﬀectée par le cadmium dans l'expérience S (ﬁgure 4.29). La NOEC à
J21 est de 10 µg.l−1 (tests de Cochran-Armitage ou Fisher avec correction de Bonferroni-Holm). La
concentration entraînant 50% de mortalité à J21 est de 20.1, 3.8 ou 1.9 µg.l−1 suivant que l'on parle
de la concentration en cadmium dans l'eau nominale (C), moyenne mesurée à J0 (C0) ou moyenne
mesurée durant la période d'exposition des hyalelles (Cm). Par contre, nous n'avons pas pu mettre
en évidence d'eﬀet dans l'expérience D. Aucun eﬀet sur la croissance (masse fraîche par hyalelle) n'a
pu être mis en évidence dans les expériences.
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Comparaison à la littérature
Les essais préliminaires monospéciﬁques réalisés permettent de mettre en évidence un eﬀet du
cadmium sur la survie des hyalelles après 14 et 28 jours d'exposition. Les NOEC sont de 4.4 et
10 µg.l−1 (test de Cochran-Armitage) et les LC50 de 34 et 42 µg.l−1 (modèle log-logistique à 2
paramètres) à 14 et 28 jours respectivement.
Après 10 jours d'exposition des hyalelles au cadmium en présence d'une phase sédimentaire,
Nebeker et al. [124] estime la LC50 à 80 µg.l−1 de cadmium.
Les diﬀérences peuvent être notamment expliquées par la composition des milieux abiotiques
(eau et sédiment), et donc la spéciation du cadmium, les conditions et la durée d'exposition ainsi
que la sensibilité intrinsèque des organismes.
4.2.5 Chironomes
4.2.5.1 Systèmes témoins
Essai statique
Dans l'essai S, les chironomes commençaient en moyenne à émerger au 13e jour (CV = 4%) et
74% (CV = 18%) des chironomes avaient émergé à J21.
D'après Clément [53], on observe les émergences à partir du 14e jour (CV = 5%). La survie des
chironomes est supérieure à 60% dans 85% des 61 microcosmes témoins analysés quel que soit le
jour considéré. Elle est supérieure à 80% dans 56% des cas à J21. Le coeﬃcient de variation moyen
de la survie à J21 est de 21%. Dans sa thèse, Triﬀault-Bouchet [161] trouvait une survie à 30 jours
de 84.6% (CV = 7.7%) sur 4 essais en microcosme. Dans un essai réalisé par Triﬀault-Bouchet au
CEAEQ en 2005, l'émergence des chironomes à J28 est de 93% (CV = 7.2%). Nos résultats sont donc
globalement cohérents avec les résultats moyens des essais en microcosme réalisés préalablement. Les
meilleurs résultats dans les essais réalisés par Triﬀault-Bouchet peuvent être expliqués par l'apport
de TétraMin® en cours d'essai.
Essai dynamique
La survie des chironomes témoins en ﬁn d'expérience est signiﬁcativement meilleure dans les
microcosmes où l'eau est renouvelée (p = 0.0097, test de Fisher). Elle est également moins variable
(CV = 11% dans l'essai D au lieu de 18% dans l'essai S). Par contre, l'émergence des diptères
témoins est retardée dans les systèmes dynamiques. Elle commence à J13 dans l'expérience S et à
J16 dans l'expérience D. Il en résulte que l'émergence cumulée des chironomes témoins à chaque
jour est signiﬁcativement supérieure dans l'essai S (p(J14) = 7.5 10−5, p(J16) = 5.3 10−10, p(J19)
= 1.1 10−4, p(J21) = 0.016, test de Fisher). Notons néanmoins qu'à la ﬁn de l'expérience S, tous les
chironomes témoins vivants ont émergé. Si l'on compare le nombre d'émergent cumulé à J21 dans
l'expérience S et J22 dans l'expérience D, on ne trouve pas de diﬀérence signiﬁcative (p = 0.26, test
de Fisher).
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Figure 4.30  Evolution du nombre de chironomes émergents total cumulé au cours des essais
sans et avec renouvellement d'eau en fonction de la concentration moyenne en cadmium dans le
microcosme durant la période d'exposition (points expérimentaux)
La meilleure survie des chironomes témoins dans l'expérience D peut être expliquée par l'amélio-
ration des conditions d'essai, et notamment l'évacuation d'un certain nombre de substances toxiques
contenues dans l'eau. On peut supposer qu'il existe des échanges entre la colonne d'eau et l'eau
interstitielle du sédiment, favorisés par le brassage du sédiment par les organismes benthiques, et
que le renouvellement de la colonne d'eau a alors un eﬀet indirect sur l'eau interstitielle du sédiment.
Le retard de l'émergence des chironomes peut être en partie expliqué par une diﬀérence d'âge des
larves initialement introduites. Pour vériﬁer cette hypothèse, il faudrait réaliser un essai témoin, avec
les mêmes masses initiales, avec 2 traitements : avec et sans renouvellement d'eau. Néanmoins, cette
hypothèse ne peut pas expliquer un décalage de 3 jours. Une deuxième hypothèse est que ce retard
est dû à un plus faible apport de nourriture dans l'expérience D autour du 10e`me jour de l'essai. En
eﬀet, avec le renouvellement de l'eau, la quantité d'algues accumulée à la surface du sédiment est
plus faible (observation qualitative), car une bonne partie des algues sont évacuées avec l'eau. Dans
les microcosmes statiques, un dépôt important d'algues se forme suite au bloom survenant autour
du 7ème jour de l'essai. Ceci constitue une importante réserve de nourriture pour les organismes
benthiques.
4.2.5.2 Eﬀet du cadmium
Aucun eﬀet n'a pu être mis en évidence, avec des tests d'hypothèse sur la survie des chironomes à
la ﬁn des expériences S et D. En ce qui concerne l'émergence cumulée des chironomes, il y a un eﬀet
global dans l'expérience S de J14 à J21 (anova), mais on ne peut mettre en évidence de diﬀérence
entre un traitement particulier et les témoins. Dans l'expérience D, aucun eﬀet sur l'émergence
cumulée n'a pu être montré. Pour les deux paramètres, les NOECm sont donc supérieures à 11.3 et
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5.8 µg.l−1 de cadmium dans les expériences S et D respectivement (NOEC > 80 et 10 µg.l−1).
Dans ces essais en microcosme, les chironomes sont donc moins sensibles au cadmium que les
hyalelles et les daphnies, ce qui est cohérent avec les résultats de la littérature [151, 117].
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Chapitre 5
Conclusion
Synthèse des principaux résultats
Apport du développement de la méthodologie d'essai LAMs
Le développement méthodologique préalable de l'essai en microcosme statique LAMs nous a
permis d'améliorer la survie et le développement de certains organismes ainsi que la réplicabilité de
certains paramètres. Le suivi de la densité algale mis en place donne des informations intéressantes.
Néanmoins, la variabilité de cet essai reste importante et dépendante de l'expérience de l'expéri-
mentateur. L'étude de cette variabilité nous a permis de mieux comprendre le fonctionnement des
microcosmes.
Apport du renouvellement d'eau
La mise en place du renouvellement d'eau permet de résoudre un grand nombre des problèmes pré-
cédemment soulevés [53]. L'essai LAMd permet de stabiliser certains paramètres physico-chimiques
(conductivité, concentration en calcium et en nutriments) et d'éliminer les métabolites issues de
la dégradation de la matière organique. Il permet également de stabiliser la densité algale dans la
colonne d'eau au cours de l'essai. La croissance des producteurs primaires ainsi que la survie des
consommateurs primaires est meilleure dans les microcosmes où l'eau est renouvelée continuellement.
La croissance et la reproduction des daphnies sont également améliorées par le renouvellement d'eau.
Enﬁn, la réplicabilité des paramètres suivis est nettement meilleure dans l'essai LAMd développé au
cours de ce travail. Le renouvellement de l'eau nous permet donc d'atteindre nos principaux objectifs
initiaux : réduire la variabilité et améliorer le développement des organismes introduits.
De plus, le renouvellement d'eau oﬀre un certain nombre de nouvelles possibilités. La stabilisation
des conditions physico-chimiques et de la densité algale oﬀre la possibilité de réaliser des essais sur
une période plus longue. L'apport continu d'eau permet de prélever des échantillons d'eau plus
importants pour eﬀectuer des mesures, alors que nous étions relativement restreints dans le système
statiques. Le renouvellement d'eau en continu permet de ne pas aérer les systèmes. Ceci élimine une
source de variabilité étant donné que les systèmes de bullage ne permettaient pas de mettre en place
une aération homogène dans l'ensemble des systèmes. De plus, on peut alors suivre la respiration des
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systèmes, la teneur en oxygène dissous ne dépendant plus de l'aération (qui était variable). Il oﬀre
également de nouvelles possibilités d'exposition aux contaminants. On peut notamment maintenir
une concentration constante en polluant dans l'eau ou introduire des contaminants de manières
ponctuelles. Certains paramètres peuvent également être dosés en continus dans le ﬂux sortant
[116]. Enﬁn, cet essai devrait être moins sensible à la variabilité introduite par l'expérimentateur,
aussi bien au début qu'en cours d'essai.
Apport du cadre de modélisation
La modélisation développée avec les collègues du LBBE permet de comparer des expériences
avec des proﬁls d'exposition diﬀérents, alors que ce n'est pas possible avec les analyses classiques
(NOEC, EC50). Dans notre cas, on montre que la sensibilité des daphnies au cadmium est similaire
dans l'expérience statique S, avec un apport ponctuel initial de cadmium et dans l'essai dynamique
D, avec un apport continu de cadmium. Ce modèle nous permet également montrer que la survie,
la croissance et la reproduction des daphnies est meilleure dans l'expérience avec renouvellement
d'eau, alors que les tests statistiques classiques ne permettaient pas de conclure à des diﬀérences
signiﬁcatives.
Perspectives du développement de l'essai
Milieu microcosme
Dans un souci de standardisation de l'outil, l'EDTA a été retiré de la solution d'oligoéléments
du milieu microcosme aﬁn d'éviter la complexation d'éléments métalliques par cet agent chélatant,
ce qui entrainerait une diminution de la capacité de l'essai à détecter un eﬀet en présence d'euents
complexes de composition inconnue. Le problème est alors que la solution d'oligoéléments n'est
pas entièrement dissoute et que des éléments précipitent et ne sont donc plus disponibles pour les
organismes vivants. Ce problème est en partie résolu par l'apport continu d'oligoéléments lors des
essais avec renouvellement d'eau.
Comme de nombreux autres agents complexants sont présents dans la colonne d'eau des micro-
cosmes (matière organique, colloïdes et particules en suspension,...), il serait intéressant d'évaluer
la part de métaux complexés par l'EDTA par rapport aux autres agents complexants dans le mi-
crocosme, grâce à un logiciel permettant de modéliser la spéciation. Dans le cas d'essais dont la
composition de la matrice contaminée est connue, on pourrait envisager d'introduire de l'EDTA
dans le milieu, car l'exposition peut alors être modélisée.
La composition actuelle du milieu microcosme étant basée sur d'anciennes références, il serait
intéressant de retravailler cette composition avec l'aide de géochimistes. On pourrait également envi-
sager de réaliser des tests avec le milieu COMBO, développé pour favoriser à la fois le développement
d'algues et de zooplancton [95].
Introduction des organismes
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Au lieu d'introduire les organismes à J0 dans des systèmes contaminés, on pourrait envisager
de perturber des écosystèmes reconstitués préalablement, comme dans les essais en microcosme dé-
veloppés par Taub [156]. Ce choix peut permettre d'éliminer les systèmes dont le fonctionnement
s'éloignerait de la moyenne avant contamination par une sélection initiale. De plus, il permet d'ob-
server les eﬀets de l'apport d'une matrice potentiellement toxique sur un système non contaminé.
Cependant, ce choix serait surtout pertinent sur des systèmes de taille plus importante, avec des
durées d'essai plus longue et l'observation de populations plus grandes.
Automatisation de certaines acquisitions
Le développement de l'automatisation de mesures physico-chimiques permettrait de faire gagner
un temps précieux à l'expérimentateur qui pourrait alors se focaliser sur d'autres mesures. Un suivi
en continu de certains paramètres physico-chimiques donnerait également plus d'informations sur
l'évolution des microcosmes.
Choix des paramètres mesurés
Il serait intéressant de mener parallèlement une réﬂexion sur les paramètres à mesurer ainsi que la
fréquence et le jour des mesures, en se basant sur les résultats obtenus jusqu'à ce jour, en fonction des
questions auxquelles on souhaite répondre. On pourra envisager de suivre de nouveaux paramètres,
comme des paramètres globaux (respiration), des paramètres sur les communautés microbiennes
(notamment biomasse, diversité microbienne, activités enzymatiques) ou de nouveaux paramètres
sublétaux sur certains organismes.
Fin d'essai
Il a été décidé de ne plus faire de sacriﬁces en cours d'essai. La diﬃculté de ce protocole sans
sacriﬁce vient du fait qu'il est nécessaire de mesurer, dans un temps restreint, de nombreux para-
mètres sur un grand nombre de microcosmes à la ﬁn de l'essai. Lorsque l'expérimentateur est seul,
la ﬁn de l'essai s'étale donc en réalité sur plusieurs jours, surtout si les organismes se sont abon-
damment développés. On pourrait donc tenir compte de cette réalité et prévoir une ﬁn d'essai étalée
dans le temps. Par exemple, on pourra mesurer à J19 les paramètres physico-chimiques, à J20 les
paramètres sur les lentilles d'eau, à J21 la survie, la reproduction et la croissance des daphnies, à
J22 récupérer les organismes benthiques (éventuellement les mesurer) et le sédiment. Ceci nécessite
donc de démarrer l'essai en début de semaine.
Vers plus de réalisme
Les essais LAM permettent d'eﬀectuer des évaluations d'impact environnemental sur des sub-
stances avant qu'elles ne soient rejetées dans l'environnement. Cependant, ces essais de laboratoire,
réalisés dans des conditions artiﬁcielles, induisent parfois des comportements qui sont peu répandus
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dans le milieu naturel. Dans les microcosmes, les hyalelles restent, par exemple, soumise à une forte
intensité lumineuse, et n'ont d'autre refuge que le sédiment [178]. Dans la mesure du possible, il est
donc conseiller de les compléter par des investigations de terrain.
Accorder plus d'importance à l'exploitation des données recueillies
et au développement théorique
Le protocole expérimental a été largement développé depuis la création de l'outil en 1998 et
nous y avons contribué au cours de ce travail. Par contre, moins d'eﬀorts ont été entrepris dans le
traitement statistique des données, la modélisation et la compréhension théorique du fonctionnement
du système et du stress chimique. Dans ce travail, seule une petite fraction des données collectées ont
pu être analysées. Dans le souci de réduire l'utilisation des organismes et de tirer parti de l'ensemble
des informations recueillies, il semble souhaitable, dans les prochains travaux, de réduire le nombre
d'expériences conduites et de développer parallèlement l'exploitation qui en est faite. Il serait aussi
judicieux de plus réﬂéchir à la manière d'analyser les données au moment de la déﬁnition du plan
expérimental.
De nombreux auteurs plaident pour une meilleure intégration du développement théorique et
de ses applications pour la prédiction et la gestion du stress chimique dans les systèmes naturels,
comme Forbes et Calow [72]. Pour ces derniers, en 1997, l'étude de la réponse des populations aux
stress chimique était une science très descriptive. C'est encore le cas aujourd'hui dans un certain
nombre d'études. Etre capable de prédire les réponses des populations aux produits chimiques et
de comprendre les mécanismes qui permettent aux organismes de s'adapter, peut contribuer au
développement des théories dans le domaine de l'écologie et de l'évolution. Ceci pourrait également
conduire à des approches plus eﬃcaces pour minimiser les conséquences indésirables des stress générés
par les polluants [72].
La constitution d'une base de données générale et l'analyse de l'ensemble des données récoltées
jusqu'ici permettraient de répondre à de nombreuses questions restantes et de mieux appréhender
le fonctionnement du système. La prise en compte des interactions au niveau du traitement des
données permettrait de donner un résultat global de l'essai.
En terme de modélisation, il serait intéressant d'essayer de modéliser le microcosme avec un sys-
tème d'équations diﬀérentielles aﬁn de mieux comprendre les mécanismes. L'impact du cadmium sur
le microcosme pourrait être modélisé grâce à une fonction stress. La modélisation devrait également
nous permettre de déterminer si les systèmes sont chaotiques, de tester la sensibilité aux conditions
initiales et de prévoir les bifurcations possibles.
Il serait aussi intéressant de poursuivre le travail de modélisation des eﬀets entamé avec les
daphnies et de voir s'il est possible de calculer une NECmicrocosme qui serait un seuil d'eﬀet intégrant
la réponse des diﬀérents organismes du microcosme.
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Annexes
Tableaux récapitulatifs des expériences réalisées
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Table 5.1  Tableau récapitulatif des expériences répondant à l'objectif d'amélioration du protocole
et de la compréhension de l'essai en microcosme
Objectif général Exp. Objectif précis
Optimisation du
protocole statique
E1 - E2 Inﬂuence de la solution d'oligoéléments du milieu M4
sur le développement des organismes pélagiques
LmO Inﬂuence de diﬀérentes solutions d'oligoéléments et
de l'EDTA sur le développement des lentilles d'eau
E3 - E4 Inﬂuence du pourcentage de kaolin dans le sédiment
sur la bioturbation et le développement des
organismes benthiques
E5 Inﬂuence de l'apport de nourriture en cours d'essai
sur le développement des organismes
EV Inﬂuence de la concentration algale initiale et essai
suivi 2ème génération de daphnies
FFE1 - FFE2 Inﬂuence du type d'eau (comparaison eaux naturelles
et reconstituées)
FFS1 - FFS2 Inﬂuence de la méthode d'introduction de l'eau et du
sédiment et inﬂuence concentration TétraMin®
Mise en place
renouvellement d'eau
FOPs Caractérisation de la dynamique algale avec
renouvellement de l'eau
FOE1 Caractérisation de la dynamique algale avec
renouvellement d'eau dans diﬀérentes eaux en
présence de sédiment
FOS1 à FOS3 Comparaison de 3 débits
FOS4 - FOS5 Essais témoins avec diﬀérents apports d'algues
Estimation de
paramètres
EBDm1 à
EBDm3
Estimation du broutage des daphnies
(pour modélisation) ESPs1 - ESPs2 Estimation de la sédimentation des algues
ECPs Evaluation de la croissance algale
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Table 5.2  Tableau chronologique récapitulatif des expériences répondant à l'objectif de compa-
raison de la réponse des organismes à diﬀérents modes d'exposition au cadmium
Objectif général Exp. Objectif précis
Comparaison essais
mono et
multi-spéciﬁques (Cd)
Ps1 - Ps2 Toxicité chronique du Cd sur les algues
Essais mono-spéciﬁques Lm1 - Lm2 Toxicité chronique du Cd sur les lentilles d'eau
DmAP -
DmA1 à DmA3 -
DmC1 à DmC4
Toxicité du Cd sur les daphnies (essai préliminaire -
toxicité aigüe - toxicité chronique)
HaP - HaA - HaC Toxicité du Cd sur les hyalelles (essai préliminaire -
toxicité aigüe - toxicité chronique)
CrP - CrA - CrC Toxicité du Cd sur les chironomes (essai préliminaire
- toxicité aigüe - toxicité chronique)
Comparaison essais
mono et
multi-spéciﬁques (Cd)
ERCd1 Suivi de la répartition du Cd entre les compartiments
abiotiques du microcosme - essai préparatoire
Essais multi-spéciﬁques ECd1 1er essai multi-sp. avec Cd
ECd2 2ème essai multi-sp. avec Cd (concentrations plus
basses car eﬀets létaux importants lors du premier
essai)
ECd3 3ème essai multi-sp. avec Cd (sans sédiment pour
quantiﬁer la croissance algale)
Comparaison sensibilité
au Cd
(LEHNA/CEAEQ)
FLm Toxicité chronique du Cd sur les lentilles d'eau
Comparaison méthodes FDmA1 à
FDmA3
Toxicité aigüe du Cd sur les daphnies
Apport renouvellement
d'eau
ERCd2 Suivi de la répartition du Cd entre les compartiments
abiotiques du microcosme + évaluation de
l'adsorption du Cd sur le matériel et précipitation
ECd4 = S Essai multi-spéciﬁque statique (Cd)
ECd5 = D Essai multi-spéciﬁque avec renouvellement d'eau (Cd)
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